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ABSTRACT 

Background and Objectives：AT-1 cells have been derived from the left atrial tissue in which the ANF 
promoter targeted SV40 large T antigen expression. When cultured, clusters of spontaneously contracting cells 
were observed after 4-5 days and contiguous sheets of synchronously beating cardiomyocytes were formed after 
10 days. In this study, expression of several cell cycle regulatory genes were monitored through Northern blot 
analyses in AT-1 cells during beating and after formation of beating sheets (BS). Materials and Method：AT-1 
RNAs were obtained in 3 days after plating, during beating and after formation of BS, and used for Northern blot 
analyses. Results：α-Cardiac myosin heavy chain expression was prominent in beating cells, as would be 
expected for this contractile protein isoform but ANF was decreased after beating. Gax was not expressed in 
cultured AT-1 cells but in AT-1 tumor and murine heart. p53 and p21 were decreased after beating which 
indicate transcription level of p53 and p21 correlated well in AT-1 cells. In contrast, pRB and p107 were 
increased after beating but p68 (2.4 kb) which arose by alternative splicing of p107 and lacks the pocket 
domain B was decreased in beating cells. pTCS2, murine tuberous sclerosis gene, represented similar levels 
during beating but a little was decreased after formation of BS. mRAD50, the murine homologue of yeast 
DNA recombinational repair gene RAD50, was increased in beating cells, a similar pattern to p107 and pRB. 
But the p50 arose by alternative splicing of mRAD50 and has 3’ half of mRAD50 had unexpectedly appeared 
and maintained after beating. Conclusion：The expression of cell cycle regulatory genes after beating and 
formation of BS in AT-1 cells showed gene-specific pattern and the p50 which has homology to the mRAD50 
may participate in differentiation of cardiomyocytes. ((((Korean Circulation J 1998;28((((4)))):611-619)))) 
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서     론 
 

AT-1 심근세포는 atrial natriuretic factor(ANF) 

promoter를 이용하여 종양 유전자인 simian virus 40 

large T antigen(TAG) 유전자를 심방에 많이 발현시

킨 transgenic mouse(ANF-TAG)의 좌심방으로부터 

유래한 일차성 배양세포이다.1) 이 세포는 일반적인 배

양세포처럼 계대배양은 되지 않으나 histocompatible 

mice(syngeneic host)의 등에 피하주사하면 이식 가

능한 종양(transplantable tumor)이 형성되어 유지되

는 특징을 지닌다. 이 종양은 고도로 분화된 심방세포

의 특징을 지니면서 성장을 지속하는 심근세포로 구성

된다. AT-1 심근세포는 여러 단계의 세포분열(cyto-

kinesis)을 나타내고 있으며 배양 96시간 후부터 배양세

포의 90% 이상이 DNA를 합성하고 있음이 trit-iated 

thymidine uptake 연구에 의해 밝혀졌다. AT-1 심근

세포에는 심근에 선택적으로 존재하는 α-cardiac 

myosin heavy chain(α-MHC), α-cardiac actin, 

ANF등이 발현되고 있어 AT-1 심근세포가 분자 수준

에서도 잘 분화된 심근표현형을 가지고 있음을 보여준

다.2) 또한 현저한 Z density를 가지는 근원섬유(my-

ofibril), ANF를 함유하는 분비성 과립, 잘 발달된 T-

tubule 등의 정상 심방조직에서 볼 수 있는 미세구조들

이 AT-1 심근세포에 잘 나타나고 있음이 전자현미경

적 연구를 통해 밝혀졌다.3) 종양조직으로부터 세포를 

분리하여 일차배양을 시키면 4∼5일 경부터 자발적인 

수축을 보이는 세포들이 나타나며 10일 경부터는 동시

성 수축을 나타내는 연속된 층을 형성한다. 위의 보고

들은 TAG에 의해 변형된 AT-1 심근세포가 심근의 

특징을 가지며 심근 세포주기에 관여하는 유전자의 연

구에 적합한 모형임을 제시하고 있다. 

Daud 등4)은 TAG가 발현된 조직에서 종양이 발생

하는 것은 종양유전자인 TAG가 심근세포내 세포주기 

조절에 관여하는 세포단백들과 결합할 것이라는 가정

하에 TAG 유전자에 의해 형질변환된 심근세포를 이용 

TAG에 대한 면역침강법(immunoprecipitation, IP) 

연구를 시행하여 TAG의 세포내 표적(target)을 보고

하였다. 즉 p53, p107 및 p193이 TAG와 결합하고 

있으나 망막모세포종 유전자 산물(retinoblastoma gene 

product)인 pRB·TAG 결합은 없었다. p53은 잘 알

려진 종양 억제 유전자로서 p53의 돌연변이나 불활성화

는 대부분의 암발생에 매우 중요한 단계로 보고된 바 있

다.5) p107은 인간의 섬유모세포(fibroblast)에서 TAG

와 결합하는 단백으로 알려져 있으며6) pRB의 pocket 

domain과 상동성(homology)을 가진다.7)8) 이 단백은 

pRB와 마찬가지로 세포주기를 억제하는 성질을 가지나 

아직 인간이나 동물의 종양발생과의 연관이 보고되지 않

아 종양 억제 유전자로서 확정되지는 않았다. p193은 아

직 해당 유전자가 밝혀지지 않았다. 또 Daud 등4)은 

TAG와는 결합하지 않으나 p53 항체중 카르복시말단

(C-terminal)에 epitope을 가지는 단클론항체 421과

만 IP 상에서 결합하는 180 kDa 크기의 단백을 보고

하였다. 이 단백에 대한 molecular cloning결과, 효모

에서 DNA 회복에 관여하는 RAD50과 아미노말단

(N-terminal) 및 카르복시말단에서 상동성을 가지며 

알킬화합물에 예민한 rad50 돌연변이 효모에 이 유전

자를 형질전환(transformation) 시키면 알킬화합물에 

대해 저항성을 가져 이 단백이 효모의 RAD50에 대한 

생쥐 homologue(mRAD50)일 것으로 추론되었다.9) 

심장발생과 박동을 직접 조절하는 유전자에 대해서

는 아직까지 완전히 밝혀져 있지 않다. 그러나 최근까지

의 연구를 보면 근원성 단백(myogenic protein；my-

ogenin, myoD, myf-5, MRF4등)에 근거하여 probe를 

제작한 다음 low stringency hybridization 또는 de-

generate polymerase chain reaction 증폭방법을 주

로 이용하고 있다.10)11) 아직 cardiac determining gene

은 밝혀지지 않았지만 basic helix-loop-helix(b-HLH) 

motif를 가지는 몇가지 전사인자와 Csx 또는 Nkx2.5

라 불리우는 심장특이적인 homeobox 단백등이 심장

에 발현되고 있음이 보고되었다.12)13) 또 심근의 분화

에 관여할 것으로 시사된 myocyte enhancer bind-

ing factor-2(MEF2)와 발생중 심장관의 휘어짐(lo-

oping)에 관여하는 dHAND와 eHAND가 최근 보고되

었다.14) 

본 연구에서는 AT-1 심근세포의 배양과정중 자발

적인 박동을 나타내는 전·후단계 및 박동을 하는 단

층 세포층 형성기를 포함한 일련의 과정에서 수종의 세

포주기 조절 유전자의 발현을 조사하여 이 유전자들이 

심근세포의 박동 및 분화에 어떻게 관여하고 있는지를 
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알아보고자 하였다. 

 

재료 및 방법 
 

RT-PCR을 이용한 cDNA probe 제작 

Rerverse transcriptase-polymerase chain reac-

tion (RT-PCR)을 이용하여 각종 생쥐 cDNA probe를 

제작하였다. α-Cardiac myosin heavy chain (α-MHC)

인 경우, sense primer는 5’-CTG-CTGGAG-AG-

GTTATCCTCG-3’이고 antisense primer는 5'-

GGAAGAGTGAGCGGCGCACAAGG-3’이며 band

의 예상크기는 302 bp였다. Atrial natriuretic factor 

(ANF)의 경우 sense primer는 5'-CGTGCC-CC-

GACCCACGCCAGCATGG-CCC-3'이고 antisense 

primer는 5’-GGCTCCGAGGGCCAGCGAG-CA-

AGCCTCA-3’이며 band의 예상크기는 389 bp였다. 

Gax의 경우, sense primer는 5’-AGCCTGATT-

CCGGAGGGCCCCCGGAGCTGG-3’이고 antisense 

primer는 5'-TGCAGCTCCTTGTTGTCCCC-CC-

TTGACCCG-3’이며 band의 예상크기는 428 bp였

다. p53의 경우, sense primer는 5’-GAGGAGTC-

TGGAGACA-GCAGGGCTCACTCC-3’이고 ant-

isense primer는 5'-TGAGATTTCATTGTAGGTG-

CCAGGG-TCCAA-3’이며 band의 예상크기는 521 

bp였다. p21의 경우, sense primer는 5’-TCTTG-

TG-TTTCAGCCACAGGCACCATGTCC-3’이고 

antisense primer는 5’-TCCTTCTCTGCTCCTG-

TCC-TTACCTGTCAG-3'이며 band의 예상크기는 

477 bp였다. pRB의 경우, sense primer는 5’-TC-

TGCA-AGTGATCAGCCATCAGAAAATCTG-3’

이고 antisense primer는 5’-AAGTACGTTCA-

GAATCCA-CGGGAAGGACAA-3’이며 band의 예

상크기는 393 bp였다. p107의 경우, sense primer는 

5’-ATACTA-AAAGGAATAGGAGAGACTTT-

CTGT-3’이고 antisense primer는 5’-CACCAT-

GTCCCTTGAGAG-CCCCTCTTCTGA-3’이며 ba-

nd의 예상크기는 369 bp였다. pTSC-2의 경우 sense 

primer는 5'-GCCAC-AGCCAGCATGGCCGTCC-

CACTGCTG-3'이고 antisense primer는 5’-GG-

ACGTCTGTATCCTG-CTGCGGACCACATG-3’

이며 band의 예상크기는 497 bp였다. p153 (mRAD-

50)의 경우, sense primer는 5’-ATGACATAGA-

AGAGCAGGAAACACTCTTG-G-3’이고 antise-

nse primer는 5’-TTATCCTGTAG-CCACCTT-

TCCTGTATCTTC-3’이며 band의 예상크기는 766 

bp였다. 

50∼200 ng의 AT-2 및 성숙 생쥐 심장 RNA를 100 

μl의 reaction buffer (50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl 

pH 8.3, 2.5 mM MgCl2, 0.25 mM의 각각의 dNTP와 

0.01 mg/ml gelatin)에 넣은 다음 0.3 μg의 antise-

nse oligonucleotide primer, 0.2 μg의 sense oligo-

nucleotide primer, Taq polymerase(2∼5 units, 

Amplitaq, Perkin-Elmer Cetus Corp., Norwalk CT)

를 첨가하였다. 반응물을 85℃에서 5분간 처리한 다음 

실온에 10분간 방치한 후 10 units의 reverse trans-

criptase(International Biotechnologies Inc., New 

Haven CT)를 넣고 thermocycler(Perkin Elmer)에 

반응시켰다. 증폭 프로그램은 처음 42℃에서 1시간, 이

어 94℃에서 10분간 반응시킨 다음 α-MHC와 ANF

의 경우는 94℃에서 1분, 62℃에서 1분, 72℃에서 1분

씩 30 cycle을 진행시켰고 72℃에서 20분간 처리하였

다. 또 Gax, p53, p21, pRB, p107, pTSC-2, mRA-

D50의 경우는 94℃에서 1분, 66℃에서 2분, 72℃에서 

3분씩 35 cycle을 진행시켰고 72℃에서 20분간 처리

하였다. 반응물은 agarose gel을 이용 band 크기를 확

인하고 TA vector cloning system(Invitrogen, San-

Diego CA)에 subcloning시킨 다음 염기서열 분석을 

시행하여 생쥐 cDNA probe임을 최종 확인하였다. 

 

세포배양 

 AT-1 심근세포의 배양은 Steinhelper 등15)의 방

법에 준하였다. 심장에 TAG를 발현시킨 transgenic 

생쥐로부터 유래한 피하 종양에서 떼어낸 조직을 잘게 

썬 다음 4℃에서 14시간 동안 0.125% trypsin이 첨가

된 Joklik’s minimum essential medium에서 약하게 

교반시키면서 배양하였다. 다시 조직 절편들을 37℃에

서 0.1% collagenase가 첨가된 Joklik’s minimum es-

sential medium에서 10분간 반응시켰다. 4℃ 500 

rpm으로 1분 정도 원침하여 상청액내로 유리된 세포

들을 모으고 다시 Joklik’s minimum essential med-

ium으로 3∼4차례 씻었다. 계속 10번 정도 collagen-

ase 처리하여 얻은 세포들을 모아서 0.5×106 cells/ 
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ml로 collagen-coated T25 tissue culture flask에 

plating하고 penicillin(100 U/ml), streptomycin(100 

μg/ml), 10% fetal calf serum, human insulin(10 μ

g/ml), iron-free human transferrin(10 μg/ml), 1% 

chick embryo extract, 10 nM dexamethasone이 함

유된 PC-1 배양액으로 배양하였고 배양액은 2∼3일

마다 교환하였다. 

 

RNA 제작 및 Northern Blot 분석 

배양된 AT-1 심근세포는 배양 후 3일째, 심박동이 

나타날 때, 그리고 10일 후 자발적인 박동을 하는 단층 

세포층이 형성되었을 때의 3단계로 나누어 각 단계별

로 total RNA를 제작하였다. 먼저, 4℃의 1×phosp-

hate-buffered saline으로 배양세포를 3차례 씻어낸 

후 1% β-mercaptoethanol이 첨가된 4M guanid-

ium thiocyanate 2 ml에 넣어 polytron으로 분쇄하고 

4℃ 10,000 rpm으로 5분간 원침시킴 후 상청액을 1 

ml의 cesium pad solution(5.7 M CsCl)위에 overlay

한 다음 40,000 rpm 20℃에서 8시간 이상 초원심 분

리하였다(Beckman TL100). 원침 후 tube 밑바닥 부

분을 절단하고 바닥에 붙어있는 RNA를 diethylpyr-

ocarbonate 처리된 물로 용해한 다음 ethanol pre-

cipitation 후 260 nm에서 spectrophotometer로 정

량하였다. 

Northern 분석의 경우 10 μg의 total RNA에 2배 

용적의 glyoxal을 넣어 56℃에서 20분간 denature시

키고 1.0% agarose gel에 3시간 running시킨 다음 Ge-

nescreen(DuPont, Wilmington DE)에 12시간 이상 

transfer시켰다. Probe는 random primer method(Pr-

omega, Madison WI)나 Nick translation kit(Boer-

inger Mannheim, Indianapolis IN)을 이용하여 제작하

였으며 보통 2∼3×109 dpm/μg 정도의 specific ac-

tivity를 얻었다. Hybridization은 65℃에서 4×SSC, 

2×Denhardt’s, 0.1% SDS와 100 μg/ml salmon sp-

erm DNA 용액에 12시간 이상 처리하고 washing은 

65℃에서 2×SSC, 0.1% SDS 용액으로 1시간 시행하

였다. 이어 intensifying screen이 있는 cassette에 

film과 함께 넣고 -70℃에서 수일간 보관한 후 현상하

였다. 사용된 blot은 생쥐의 18s rRNA oligonucleotide 

probe(5’-TCCATTATTCCTAGT-GCGGTAT-

CCAGGAGGATCGGGCCTGCTTT-3’)로 다시 No-

rthern 분석하여 그 양과 변성여부를 확인하였다. 

 

결     과 
 

AT-1 심근세포를 배양하여 박동전·후 및 박동을 

하는 단층 세포층 형성시 여러 유전자 발현의 변동을 

Northern blot 분석으로 관찰하였다. 먼저 심근의 수축에 

관여하는 α-MHC, 심방에 선택적으로 존재하는 ANF와 

심혈관계의 평활근에서만 존재하는 homeobox gene인 

Gax의 발현을 관찰하여 Fig. 1에 나타내었다. α-

MHC는 박동시 현저하게 발현되었으며 박동을 하는 

단층 세포층 형성시에서도 지속되었다. 이는 본 실험에 

사용한 AT-1 심근세포의 박동 모형이 생체내 모형과 

거의 유사함을 보여준다. ANF는 박동 시작과 함께 감

소하였다. Gax는 AT-1 심근세포에는 발현되지 않았

다. 그러나 Gax는 AT-1 종양(성적 미제시)이나 생쥐 

심장에서는 발현되고 있음이 관찰되었다. AT-1 심근

세포의 배양 단계별 RNA의 양과 변성여부를 확인하기 

위해 18s rRNA에 상보적인 oligonucleotide를 이용 

blot을 reprobing하여 Fig. 1의 하단에 나타내었다. 여

기에서 분명하듯이 18s rRNA의 변성은 볼 수 없었다. 

대표적인 종양 억제 유전자로서 세포주기에 억제작

용을 가지는 p53와 pRB, 그리고 p53의 descending 

mediator로 알려진 p21, pRB의 pocket domain과 상

동성을 보이며 역시 세포주기에 억제작용을 가지는 

p107의 발현을 각각 관찰하여 Fig. 2에 나타내었다. 

p53은 박동 시작 후 약간 감소하여 단층 세포층 형성

시까지 계속 감소하였다. p21은 박동 시작 후 감소하였

으며 단층 세포층 형성시에는 더욱 감소하였다. pRB는 

박동전에 비해 박동 후 약간 증가하였으나 단층 세포층 

형성시에는 박동전의 수준으로 회복되었다. p107의 경

우 Northern blot상에서 윗쪽 band에 해당하는 4.9 

kb 유전자(p119)는 박동시작과 함께 증가하였으나 이 

후 박동을 하는 단층 세포층 형성시 다시 감소하였다. 

그러나 blot상에서 아래쪽 band에 해당하는 2.4 kb 유

전자(p68)는 4.9 kb 유전자의 변동과는 달리 박동전에 

비해 박동 후 현저히 감소하였다. AT-1 심근세포의 

배양 단계별 RNA의 양과 변성여부를 Fig. 1에서와 같

은 방법으로 확인하였다(Fig. 2의 하단부). 

심근의 분화과정에 관여한다고 시사된 결절성 경화

증 유전자인 pTSC2와 생쥐의 DNA 재조합 회복유전
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자인 mRAD50의 발현을 각각 관찰하여 Fig. 3에 나

타내었다. pTSC2는 박동 전·후에는 차이가 없었으

나 박동을 하는 단층 세포층 형성시에는 약간 감소하

였다. mRAD50의 경우, Northern blot상에서 윗쪽 

band에 해당하는 5.1 kb 유전자는 박동 시작과 함께 

증가한 후 단층 세포층 형성시 다시 박동전의 수준으로 

감소하였다. 그러나 아래쪽 band에 해당하는 2.6 kb 

유전자(p50)는 박동 시작과 함께 나타나 박동을 하는 

단층세포층 형성시에서도 계속 발현되어 다른 세포주

기 조절유전자들의 발현과는 다른 독특한 양상을 나타

내었다. AT-1 심근세포의 배양 단계별 RNA의 양과 

변성여부를 Fig. 1에서와 같은 방법으로 확인하였다

(Fig. 3의 하단부). 

 

고     찰 
 

Daud 등4)은 TAG에 의해 형질변환된 심근세포(AT-

1, AT-2)에서 TAG와 결합하고 있는 p53, p107, 

p193 의 단백과 TAG와 결합하지는 않으나 p53의 카

르복시말단에 epitope을 가지는 단클론항체와 결합하

는 180 kDa 크기의 단백(mRAD50)을 보고하였다. 

Kim 등16)은 AT-1이나 AT-2 심근세포에서 pRB가 

TAG와 결합하지는 않으나 Western blot 분석을 통해 

심근세포에 존재하고 있음을 밝혔고 또한 생쥐 심장에

서는 주로 hypophosphorylated form으로 존재하고 

Fig. 1. Northern blot analysis of cardiac-specific gene 
expression in different stages of cultured AT-1 car-
diomyocytes. Parallel blots with total RNA from AT-1 
cells in different stages were examined. Total RNA was 
isolated from 3 days (3d) culture, after appearance of 
cluster of contracting cells (B) and after formation of 
broad contiguous sheet of synchronously beating cell
(BS). In case of Gax, neonatal heart (6 days, NH6) 
RNA was included as control. The radiolabeled cDNA 
probes used for each blot were：αMHC (panel A), 
ANF (panel B) and Gax (panel C). Blots were also pr-
obed with a radiolabeled oligonucleotide complem-
entary to mouse 18s rRNA (panel D), to confirm the 
integrity and quantity of the samples. The positions of
the 18s and 28s ribosomal RNA bands are indicated 
on the right side. 
 
 

Fig. 2. Northern blot analysis of tumor suppressor gene 
expression in different stages of cultured AT-1 cardio-
myocytes. Parallel blots were probed with the following 
mouse cDNAs：p53 (panel A), p21 (panel B), pRB (pa-
nel C) and p107 (panel D). Blots were also probed with 
a radiolabeled oligonucleotide complementary to mo-
use 18s rRNA, to confirm the integrity and quantity of 
the samples (panel E). 
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있음을 보고하였다. 또한 TAG와 결합하고 있는 pRB

나 p53등이 여러 배양세포에서 세포주기의 조절과 최

종분화에 관여하고 있음이 보고된 바 있다.17) 

p53의 발현은 심박동 시작 후부터 감소하였다. 이는 

p53이 태생기 생쥐 심장으로부터 성숙 생쥐 심장에 이

르기까지의 심근 최종분화와 함께 감소함을 관찰한 

Kim 등16)의 보고와 일치한다. 또 p53의 세포주기 억

제작용의 하행매개체(descending mediator)로 알려진 

p2118)의 발현은 박동 후 급격히 감소하여 p53의 발현

과 비슷한 양상을 보였다. p21은 p27, p16, p15과 같

은 cyclin-dependent kinase inhibitor(CdKI)의 하나

로서 CdK 활성도를 억제하거나 proliferating cell nu-

clear antigen에 결합하여 DNA 합성을 억제하며 E2F 

complex의 분해에도 관여한다.19) 그러나 생쥐 조직내 

p21의 발현은 p53의 발현과는 일치하지 않으며18) 

p21 은 DNA 손상시 p53에 의한 세포내 신호에 의해

서도 증가하지만 transforming growth factor β와 같

은 세포외 신호에 의해서도 증가한다고 최근 보고되었

다.20) 위의 보고들은 p21의 발현양상이 p53에 의존하

는 경로와 독립적인 경로가 같이 존재하고 있음을 설명

해 주고 있다. 그러나 본 연구는 mRNA상의 변화만 관

찰한 것으로 p21의 발현 감소가 심근의 박동개시에 어

떤 영향을 주는지는 본 연구 결과만 가지고는 알 수 없

다. pRB는 AT-1 심근세포의 배양과정중 거의 일정한 

수준을 나타내나 박동전에 비해 박동후 약간 증가하였

다. 이는 pRB의 발현이 태생기나 성숙심장에서 일정함

을 관찰하였던 Kim 등16)의 보고와는 다르다. pRB는 

p53과 같이 세포주기를 억제하는 대표적인 종양 억제 

유전자이지만 p53과 p21의 감소양상과는 달리 증가를 

보였다. pRB는 TAG에 의해 변형된 심근세포에서 p53

과는 달리 TAG와 결합하지 않아 심근 내에서 p53과

는 다른 기능을 하고 있을 것으로 추측된다. 또 pRB와 

같은 pocket domain family에 속하는 p107은 주단백

인 4.9 kb(p119)의 경우도 박동의 시작과 함께 현저

히 증가하였다. 반면 alternative splicing에 의해 po-

cket domain B가 결손된 2.4 kb(p68)의 경우 박동개

시와 함께 현저히 감소하여 p119와는 반대양상을 보였

다. p119가 박동개시와 함께 증가함은 pRB와 비슷한 양

상을 보였다. 이 결과는 pRB 단백의 발현이 mRNA 수

준과는 달리 태생기로부터 성숙 심장에 이르기까지 감

소하고 p107도 mRNA 수준에서 역시 감소한다는 보

고16)와는 대조적이다. 반면 TAG나 E1A 같은 종양유

전자와의 결합에 중요한 pocket domain B가 결손된 

p68은 박동개시와 함께 현저히 감소하여 p119와는 다

른 기능을 가지고 있음이 시사된다. 

결절성 경화증 유전자인 pTSC-2는 박동 전·후에

는 차이가 없으나 박동을 하는 단층세포층 형성시에는 

약간 감소하였다. 이는 pTSC-2의 발현이 태생기에서 

성숙심장에 이르기까지 증가함을 관찰한 Kim 등21)의 

보고와는 다른 점이다. Kim 등21)은 세포주기가 완전히 

정지된 성숙 심장에서 pTSC-2의 발현이 더욱 증가함

을 관찰하고, pTSC-2가 심근세포의 최종분화에 관여

하고 있을 것으로 제시하였다. 본 연구에서 TAG에 의

해 변형되어 성장하면서 분화된 표현형을 가지는 

AT-1 심근세포에서는 오히려 분화과정중 pTSC-2

의 발현이 감소한 점은 pTSC-2가 심근내 세포주기에 

억제적으로 작용하는 유전자로서도 작용하고 있음을 시

Fig. 3. Northern blot analysis of pTSC2 and mRAD50 
gene expression in different stages of cultured AT-1 ca-
rdiomyocytes. Parallel blots were probed with pTSC2 
(panel A) and mRAD50 (panel B). Blots were also pr-
obed with a radiolabeled oligonucleotide complem-
entary to mouse 18s rRNA, to confirm the integrity and 
quantity of the samples (panel C). 
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사한다. 효모 RAD50의 생쥐 homologue인 mRAD509)

은 박동개시와 함께 약간의 증가를 보여 pRB나 p119

와 같은 경향을 나타내었다. 그러나 alternative spli-

cing에 의해 mRAD50 (5.1 kb)의 카르복시말단과 상

동성을 가지는 p50(2.6 kb)은 박동개시와 함께 출현하

여 박동을 하는 단층 세포층 형성시까지 지속되었다. 

이는 다른 세포주기 조절 단백들과는 달리 이 단백이 

직접 심근 박동의 시작이나 지속에 관여하고 있음을 시

사한다. 또 이 단백은 성숙 생쥐의 좌우 심방에 비해 

심실에 주로 분포하고 있어(성적 미제시) 더욱 심근의 

박동 조절에 관여하고 있을 가능성을 시사케 한다. 최

근 cardiac myosin binding protein-c가 발견되어 골

격근이나 심근에서 굵은 필라멘트(thick filament)의 집

합(assembly) 과정에 관여한다고 보고되었으며,22)23) 

cAMP-dependent protein kinase나 calmodulin-

dependent protein kinase에 의해 인산화되어 심근 수

축의 조절에 관여함이 제시된 바 있다.24) p50 단백에 

대한 molecular cloning 및 염기서열 분석을 시행한 

결과9) 새로운 단백임이 밝혀졌지만 아직 그 기능에 대

해서는 알 수 없으며 심근 수축에 관여하는 다른 단백

이나 이들의 활성화에 관계하는 단백들과의 상호작용

등의 연구가 필요하리라 사료된다. 

본 연구에서 AT-1 심근세포가 심방으로부터 유래

함을 보이기 위해 ANF probe를 이용 Northern blot 

분석을 시행하였으며 심근세포의 박동개시와 함께 

ANF의 발현이 감소하여 지속되는 양상을 보였다. 신

생기 생쥐의 배양된 심근세포를 신장시키면 c-fos와 

같은 원종양유전자의 발현이 증가함이 보고되었다.25) 

또 Mantymaa 등26)은 관류된 생쥐 심장모형에서 우심

방을 확장시키면 관류액내로 ANF와 brain natriuretic 

peptide(BNP)의 분비가 증가하며 이때 심방내 BNP

의 유전자의 발현은 증가하나 ANF는 변동을 보이지 

않음을 보고하였다. 그러나 McDonough와 Glembo-

tski27)는 신생기 생쥐의 배양된 심실근세포를 전기자극

하여 박동을 지속시키면 ANF와 myosin light chain-

2 유전자의 발현이 증가하며, 칼슘 이온통로 차단제인 

nifedipine이나 W7을 전처치시 ANF 발현증가는 억제

된다고 보고하였다. 본 연구의 결과는 심박동의 시작과 

함께 ANF 유전자의 발현이 감소되어 위의 보고들과는 

차이를 나타낸다. 본 연구에서 사용한 AT-1 심근세포

는 TAG에 의해 변형되어 계속 성장하면서 박동과 분

화를 하는 암세포이므로 정상 심방 및 심실의 심근세포

의 반응과는 다르리라 여겨지며 AT-1 심근세포 배양

액 내의 Ca2+ 농도변동과 이에 의한 ANF 유전자 발현

의 변동을 관찰하는 연구 등이 필요하리라 사료된다. 

Gax는 주로 심혈관계의 평활근에 있는 homeobox 

유전자로서 대동맥, 심장, 신장, 폐에 발현된다. 또 배

양된 생쥐 혈관 평활근세포를 platelet-derived gro-

wth factor나 serum growth factor를 투여하여 증식

시키면 Gax mRNA level이 감소하며 배양세포로부터 

혈청을 제거하면 다시 발현이 증가한다. 이는 Gax가 

혈관 평활근 세포내 세포주기에 억제작용을 가지고 있

음이 시사된다.28). 그러나 본 연구에서 배양된 AT-1 

심근세포에서 Gax가 발현되지 않았으나 AT-1 종양

조직에서는 Gax가 매우 약하게 발현되는 것(성적 미제

시)으로 보아 배양된 AT-1 심근세포에는 혈관 평활

근 세포가 없기 때문에 Gax가 발현되지 않은 것으로 

사료된다. 

 

요     약 
 

연구배경： 

AT-1 심근세포는 ANF promoter를 이용하여 SV40 

large T antigen 종양유전자를 심방에 발현시킨 tran-

sgenic mouse의 좌심방으로부터 유래한 일차성 배양

세포이다. 배양한 후 4∼5일 부터 대부분의 심근세포

는 자발적인 박동을 보이며 10일 이후에는 단층 세포

층을 형성하면서 전 세포층이 동시에 박동을 한다. 본 

연구에서는 AT-1 심근세포를 배양후 3일째, 박동개

시 및 박동을 하는 단층 세포층 형성시의 3단계로 나

누어 수종의 세포주기 조절 유전자의 발현을 mRNA 

수준에서 조사하였다. 

방  법： 

배양된 AT-1 심근세포로부터 각 단계별로 RNA를 

제작하고 세포주기 조절 유전자의 cDNA probe는 RT-

PCR을 통해 제작하였으며 이를 이용하여 Northern 

blot 분석을 시행하였다. 

결  과： 

심근에 선택적인 α-cardiac myosin heavy chain 

유전자의 발현은 박동기에 현저하였다. ANF 유전자의 

발현은 박동 후 감소하였고, 심혈관계에 주로 분포하는 

homeobox 유전자인 Gax는 AT-1 심근세포에서는 
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발현되지 않았으나 AT-1 종양이나 생쥐 심장에서는 

발현되었다. 대표적인 세포주기 조절유전자인 p53은 

박동 후부터 단층 세포층 형성시까지는 계속 감소하였

으며 p53의 세포 성장 억제작용의 중간 매개물질로 알

려진 p21도 박동 후부터 점차 감소하여 p53의 발현과 

같은 양상을 보였다. 반면 p53처럼 세포주기에 억제작

용을 가지는 pRB는 박동기때 약간의 증가를 보였다. 

pRB의 pocket domain과 상동성을 가지는 p107은 박

동 후 증가하였으며 반면 alternative splicing에 의해 

p107의 아미노말단과 상동성을 가지는 p68 (2.4 kb)

은 박동기에 감소하였다. 결절성 경화증 유전자의 발현

은 박동전·후에는 차이가 없었으나 박동을 하는 단

층 세포층 형성시에는 약간 감소하였다. 효모의 DNA 

재조합 회복유전자인 RAD50의 생쥐 homologue인 

mRAD50은 박동기에 증가하여 p107과 비슷한 양상을 

보였다. 반면 alternative splicing에 의해 mRAD50의 

카르복시말단과 상동성을 가지는 p50 (2.6 kb)은 다른 

세포주기 조절유전자와는 달리 박동 후부터 출현하였다. 

결  론： 

AT-1 심근세포의 박동개시 및 박동을 하는 단층 

세포층 형성과정에서 세포주기 조절유전자의 발현은 

각각 특이적인 변동양상을 나타내었으며, DNA 재조합 

회복유전자인 mRAD50과 상동성을 보이는 p50은 선

택적으로 박동 후부터 발현되어 이 유전자가 심근세포

의 분화에 관여하고 있음이 시사되었다. 
 

중심 단어：심근세포·세포주기 조절유전자·심근분화. 
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