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일차면역계 (primary lymphoid system) 혹은 중추면역

계(central lymphoid system)로 분류되는 가슴샘(thymus)

은 T 세포의 발달, 분화 및 성숙이 일어나는 매우 중요

한 장소이다. T 세포는 모든 면역 반응에서 가장 핵심

적이고 중추적인 역할을 수행하는 세포이기 때문에 가

슴샘은 여러 가지 질병으로부터 신체를 보호하기 위한

면역계의 중추 기관으로서 큰 의의를 지닌다. 성인에서

노화가 진행함에 따라 여러 장기들의 기능이 감소되는

데, 우리 신체에서 가장 빨리 퇴축 (involution)이 일어

나는 장기가 바로 가슴샘이다. 그 결과 고령층에서 면

역력이 감소하여 감염 및 종양 등 여러 질환에 대한 저

항력이 낮아지게 되는 주된 원인이 될 수 있다. 하지만

매우 중요한 사실은 비록 가슴샘이 나이의 증가와 더불

어 조금씩 퇴축되어 간다 할 지라도 질병에 이환 되지

않은 정상적인 성인에서도 상당한 부분의 가슴샘 실질

조직이 그대로 존재할 뿐만 아니라 T 세포 생산 기능

을 활발하게 수행함으로써 신체의 면역기능을 조절하

는 중추적인 역할을 계속 담당하고 있으며 노인에서도

가슴샘이 여전히 기능을 수행한다는 사실이다[1].

노화와 더불어 발생하는 생리적인 가슴샘 퇴축외에

도 나이와 관계없이 여러 가지 원인에 의하여 전 연령

층에서 가슴샘 퇴축이 유발될 수 있다. 특히 소아, 청소

년 및 장년층 즉 가슴샘의 생리적 퇴축이 본격적으로

진행되기 이전 시기에서 발생할 수 있는 비생리적 가

슴샘 퇴축은 신체의 면역력을 비정상적으로 저하시켜

사이클로포스파마이드에 인해 퇴축된 흰쥐 가슴샘의 재생과정에서
cDNA꼬리표를 이용한 발현 유전자의 특성 분석
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간추림 : 가슴샘은 T 세포가 생성되는 면역계의 중추 기관이다. 가슴샘 퇴축으로 인해 감소된 면역력를 회복시

키기 위해서는 가슴샘 재생과정의 분자기작을 이해하는 것이 필수적이다.

가슴샘의 재생과정에서 발현되는 유전자들을 분석하기 위해서, 재생중의 가슴샘 cDNA 라이브러리를 구축하

였고, 무작위적으로 700개의 클론들을 선별하여 630개의 cDNA꼬리표를 확보하였다. 이를 분석한 결과 알려진

유전자 486개(78%), 알려지지 않은 유전자 125개(19%) 그리고 새로운 유전자로 추정되는 cDNA꼬리표들을 포

함하여 미확인유전자 19개 (3%) 및 그 발현 빈도수를 확인하였다. 또한, 일반적인 기능별로 크게 6개의 범주로

나누어 분류할 수 있었는데, 세포 대사에 관련된 유전자가 44%, 신호전달에 관련된 유전자가 20%, 막수송에 관

련된 유전자가 7%, 그리고 세포골격, 세포분열 및 방어기전에 관련된 유전자가 각각 2%를 차지하였다.

확보된 cDNA꼬리표들 중 putative gene 01과 putative E2IG2 gene, musculin 및 osteoactivin 유전자의 발현이

가슴샘 재생과정에서 현저하게 증가한다는 사실을 확인하였다. Putative gene 01의 유전자를 동정하기 위해 전체

길이 cDNA의 염기서열을 분석하였고, 이에 대한 열린읽기틀을 확인하였다. 열린읽기틀 분석결과로 얻어진 아

미노산 염기서열을 상동성 조사 및 아미노산 정렬을 실시한 결과 미토콘드리아 ribosomal protein S4와 아주 높

은 상동성이 있음을 확인하였다.

따라서 본 연구의 결과는 가슴샘재생의 분자기전을 이해하는 데 유용한 정보를 제공할 뿐만 아니라 가슴샘의

재생과 관련된 유용한 유전자를 발굴하는 데 기여할 수 있을 것이다.
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여러 가지 질환에 대한 감수성을 증가시키거나 이미

유발되어 있는 질환에 대한 치유 능력을 감소시킬 수

있으므로 매우 심각한 문제가 될 수 있다 [2]. 항암화학

제, 심한 스트레스, 방사선 조사, 부신피질호르몬, 부신피

질자극호르몬, 성호르몬, 스테로이드계 약물, 미생물 유

래 혹은 기타 각종 독성인자 그리고 여러 질환 특히 종

양, 감염, 만성 소모성 질환 등 많은 인자들이 가슴샘의

비생리적 퇴축을 유발시킬 수 있다.

특히 후천성면역결핍증 (acquired immunodeficiency

syndrome, AIDS)과 같은 치명적인 질병을 가진 환자에

서 가장 중요한 사인은 이 질환을 유발하는 사람면역

결핍바이러스 (human immunodeficiency virus-1, HIV-1)

에 의한 CD4++ T 세포의 감염으로 인해 CD4++ T 세포의

수가 매우 감소되는 것이다. 따라서 후천성면역결핍증

환자에서 T 세포의 증식을 촉진시킬 수 있는 방법의 개

발은 이 질환의 치료법을 개발하는 데 크게 기여할 수

있을 것이다. 또한 종양 환자에서 종양의 치료를 위해

가장 널리 사용되고 있는 항암화학요법이 가슴샘의 퇴

축을 유발할 수 있으므로 항암요법을 받고 있는 환자들

의 면역력이 저하될 수 있다. 그 결과 인체에서 암세포

를 공격하는 데 관여하는 면역계의 항암면역기능이 감

소될 수 있을 뿐만 아니라 감염과 같은 다른 질환이 유

발될 가능성도 증가될 수 있으며, 그 외에도 당뇨병 등

만성소모성 질환에 이환된 환자들도 가슴샘의 퇴축으로

인해 면역기능의 장애가 초래될 수 있다 [2]. 따라서 가

슴샘 퇴축의 진행을 막고 가슴샘의 재생을 유도하거나

촉진시켜 면역력을 회복시킬 수 있는 방법을 개발하기

위해서는 가슴샘의 재생기전에 대한 이해가 매우 중요

하다. 이전의 연구를 통해 사이클로포스파마이드(cyclo-

phosphamide, CY)를 이용하여 실험적으로 가슴샘 퇴축

및 재생을 유도할 수 있는 동물모델이 개발되었는데,

이 모델에서 급성 퇴축이 유발된 가슴샘은 시간이 지남

에 따라 서서히 크기가 증가하여 약 2주 후에는 거의

정상 크기로 회복되는 특징을 나타내었다 [3]. 따라서,

이러한 동물모델은 가슴샘 재생과정의 특성 및 분자기

작을 연구하는 데 유용하게 이용되고 있다.

가슴샘은 가슴샘세포(thymocyte) 주위의 다양한 종류

의 세포 및 세포바깥바탕질(extracellular matrix) 성분들

을 통칭하여 가슴샘 미세환경(thymic microenvironment)

이라고 하는데, 가슴샘세포는 이러한 가슴샘 미세환경과

의 상호작용에 의해 증식, 분화 및 성숙단계를 거치게 되

며, 가슴샘 미세환경을 구성하는 여러 성분들 중에서도

가슴샘상피세포(thymic epithelial cell)가 가장 주된 구성

요소이다. 가슴샘상피세포와 가슴샘세포 사이의 상호작

용에는 직접적인 접촉과 간접적인 상호작용을 들 수 있

는데, 즉 가슴샘상피세포 표면에 존재하는 주요조직적합

항원복합체 (major histocompatibility complex, MHC)와

가슴샘세포 표면에 있는 T 세포 수용체 (T cell receptor,

TCR) 사이의 상호작용과 가슴샘상피세포에서 분비된

여러 종류의 인자들이 관여하는 간접적인 상호작용이

그 예라 할 수 있다. 가슴샘겉질상피세포에서 발현되는

주요조직적합항원-펩타이드 복합체 (major histocompa-

tibility complex [MHC]-peptide complexes)는 가슴샘세

포의 양성선택 (positive selection)에 중요한 역할을 수

행하고, 그리고 가슴샘속질상피세포는 가슴샘세포의 음

성선택 (negative selection)에 관여한다. 특히 가슴샘 상

피세포 및 가슴샘세포에서 분비되는 다양한 인자들과

가슴샘세포 혹은 가슴샘상피세포에서 T 세포의 발달과

관련되어 발현이 조절되는 이들 인자들의 수용체는 가

슴샘 상피세포가 T 세포의 발달에 영향을 미치는 중요

한 기전이 될 것으로 간주되고 있다 [4]. Hinton 등은 1

형 인슐린유사성장인자(insulin-like growth factor type I,

IGF-I)이 덱사메타손에 의해 퇴축이 유발된 가슴샘의

재생을 촉진한다는 사실을 밝혔다 [5]. 최근 인터루킨-7

(interleukin-7, IL-7)은 골수이식 후 T 세포 및 가슴샘의

재생을 촉진할 뿐만 아니라 노화로 인해 퇴축된 가슴

샘을 재생시킬 수 있다는 사실도 보고되었다[6].

생명 현상의 여러 과정에 있어 중요한 역할을 하는 유

전자를 탐지하기 위하여 여러 가지 실험 방법들이 이용

되고 있는데, 이 중에서 cDNA꼬리표(expressed sequen-

ce tag, EST) 분석 기술은 다양한 생물종의 특정시기 및

조직으로부터 새로운 유전자를 발굴하기 위한 가장 일

반적 방법으로 널리 이용되고 있으며, 유전자 발현 프

로파일 분석에 매우 유용하고 cDNA꼬리표 대량분석을

통한 데이터베이스 구축은 생물체 게놈 연구를 완성하

기 위한 정보 제공뿐만 아니라 유전체 기능 연구를 위

한 기초정보로도 활용가치가 매우 크다[7].

그러므로 가슴샘 재생과정에 대한 기전을 이해하기

위한 연구의 일환으로 본 연구에서는 가슴샘 및 T 세포

가 활발히 재생되는 실험모델을 이용하여 재생중의 가

슴샘 cDNA 라이브러리를 구축하고 cDNA꼬리표 분석

방법을 이용하여 가슴샘의 재생과정에서 발현되는 유

전자들의 특성을 분석하였다.

재료 및 방법

1. 실험동물

실험동물은 200~250 g의 Sprague-Dawley계 수컷 흰

쥐를 사용하였다. 생후 약 2개월된 특정병원성미생물부

재(specific pathogen free; SPF) 상태의 건강한 흰쥐(Dae-
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han Biolink, Seoul, Korea)에 150 mg/kg 농도의 CY (Sig-

ma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)를 투여하여 가슴샘의

퇴축을 유발시킨 다음 3일, 1주 및 2주 후에 가슴샘을

절취하였다. 절취한 가슴샘의 조직은 액체질소에 보관

하였다.

2. 방법

1) 핵산 분리 및 cDNA 라이브러리 구축

CY 투여 후 3일 및 7일째의 재생중의 가슴샘 조직에

서 위해서 RNeasy키트 (Qiagen, Valencia, MA, USA)를

이용하여 전체 RNA를 추출하였다. 그 후 mRNA 분리

키트 (Stratagene, La Jolla, CA, USA)를 이용하여 전체

RNA로부터 mRNA를 추출하였다. 모든 방법은 제조사

의 권고에 따라 실시하였다. 회수한 mRNA는 260 nm에

서 흡광도를 측정하여 정량하였다. cDNA 합성은 cDNA

합성키트(Stratagene)를 사용하였으며, cDNA 합성 과정

의 원리는 Fig. 1에서 도식화하였다. 첫번째가닥 (first-

strand) cDNA 합성에 사용된 프라이머는 아래의 염기서

열을 가진 50염기의 올리고뉴클레오타이드 (oligonucle-

otide)를 사용하였고, “GAGA” 서열 (sequence)은 Xho I

제한효소 인식부위를 보호하기 위해 부착되었다. 뉴클레

오타이드 혼합물 (nucleotide mixture)에는 dATP, dGTP,

dTTP 및 5-methyl dCTP가 포함되어 있었는데, 5-methyl

흰쥐 가슴샘의 재생과정에서 발현유전자 분석 199

Fig. 1. Flowchart of cDNA synthesis.



dCTP는 첫번째가닥 cDNA 합성에서 각 시토신 (cytos-

ine) 염기에 메틸기(methyl group)를 형성시켜 클로닝 과

정에서 제한효소로부터 cDNA를 보호하기 위하여 사용

되었다. 두번째가닥(second cDNA) 합성과정에서 cDNA

의 무딘말단(blunt end)에 부착시킨 EcoR I 어댑터의 염

기서열은 5′-OH-AATTCGGCACGAGG-3′과 3′-GCCG

TGCTCCp-5′이었다.

그 후 cDNA 합성키트(Stratagene)를 이용하여 제조사

의 권고 방법에 따라 제1차 및 제2차 cDNA 가닥을 합

성하였고, 클로닝을 위한 말단 조작 제한효소 처리, 합성

cDNA 길이의 선택 분리(¤400 bp) 및 λ-Uni-ZAP-XR 벡

터 (Stratagene)와의 융합 반응을 실시하였다. Gigapack

III Gold packaging extract (Stratagene)를 이용하여 시험

관내포장(in vitro packaging)을 수행한 후 1차 라이브러

리의 역가를 측정하고 RecA- E. coli host strain XL1-Blue

MRF′를 이용하여 증폭된 라이브러리를 구축하였다.

ZAP-cDNA 합성키트에서 제공하는 ExAssistTM interfe-

rence-resistant helper phage는 E. coli 균주인 SOLRTM

세포를 숙주균주로 사용하였다. 따라서, Gigapack III

Gold packaging extract를 이용하여 pBluescript SK (-)

phagemid 벡터(Stratagene)로의 생체내포장(in vivo exci-

sion)을 실시하였다. ZAP-cDNA 클론으로부터 cDNA 인

서트를 확인하기 위해서, 7.5 μL의 플라스미드 (0.5 μg),

1 μL의 EcoR I (12 U/μL), 0.5 μL의 Xho I (40 U/μL)와 1

μL의 제한효소 Multi-CORE 버퍼(Stratagene)를 첨가하

여 혼합하고 37�C에서 4시간 반응시켰다. 1% 아가로즈

겔에서 전기영동하여 cDNA 인서트의 크기를 확인하였

다.

2) cDNA꼬리표 분석

cDNA 인서트의 크기가 확인된 플라스미드들을 대상

으로 염기서열을 분석하였다 (Bioneer, Daejoen, Korea).

Genebank의 블라스트 서치 프로그램 (http://www.ncbi.

nlm.nih.gov)을 이용하여 상동성 조사를 통해 각각의

cDNA들을 분석하였다. Genebank 및 ORF/CDS 데이타

베이스와 단백질관련 데이타베이스인 SWISS-PROT

(http://www.expasy.org) 검색 프로그램을 이용하여 알

려진 유전자 (known gene)들과 알려지지 않은 유전자

(unknown gene)들을 분류하였다. 데이타베이스 검색을

통해 기능이 밝혀진 유전자들을 조사하고 가슴샘 재생

과 관련될 것으로 추정되는 후보 유전자와 아직 기능이

밝혀지지 않은 새로운 유전자를 선별하였다.

3) 가슴샘세포 및 가슴샘 버팀질세포의 분리

정상 및 재생중의 흰쥐 가슴샘으로부터 가슴샘을 절

취하여 세포배양용 접시에 올려두고 수술용 가위로 2

~3 mm 간격으로 잘게 잘랐다. 자른 조직을 30 mL의

RPMI1640 (Gibco Life Technologies, Grand Island, NY,

USA) 배지가 첨가된 용기에 넣고 자석교반기를 이용하

여 4�C에서 40~50분간 혼합하였다. 조직의 조각들을

정착시킨 후 상등액과 조직의 조각들을 분리하여 따로

회수하였다. 가슴샘세포를 분리하기 위해서, 회수한 상등

액을 125, 106 및 70μm 메시에 순차적으로 통과시켰다.

원심분리하여 상등액을 제거하고 20 mL의 ACK lysis

용액 (0.15 M NH4Cl, 1 mM KHCO3, 0.1 mM Na2EDTA)

을 첨가하여 적혈구를 제거하였고, HBSS (Hanks’ Bal-

anced Salt Solution, GIBCO/BRL)에 세 번 씻어주었다.

원심분리하여 가슴샘세포를 회수한 다음 DMEM (Dul-

becco’s Modified Eagle Medium, Gibco Life Technolo-

gies) 30 mL에 부유시켜 세포수를 측정하였다. 가슴샘버

팀질세포 (thymic stromal cell)를 분리하기 위해서, 남겨

진 조직의 조각들을 10 mL의 RPMI1640 배지가 들어있

는 세포배양용 접시에 옮기고 피펫을 사용하여 여러 번

혼합하였다. 원심분리하여 조직 조각들을 정착시키고

상등액을 회수하였다. RPMI1640 배지에 0.125% (w/v)

collagenase D (Roche, Mannheim, Germany)와 0.1%

(w/v) DNAse I (Roche)이 포함된 효소반응액 5 mL을 첨

가하여 조직의 조각들과 혼합하면서 37�C에서 15분간

반응시켰다. 파스퇴르 피펫을 이용하여 여러 번의 혼합

을 통해 조직의 조각들을 잘게 풀어주고, 풀리지 않은

조각들을 정착시킨 다음 상등액을 새 튜브에 회수하였

다. 남아있는 응집된 조각들에 5 mL의 효소반응액을 첨

가하여 혼합하면서 37�C에서 15분간 반응시켰다. 5 mL

의 주사기와 18G, 21G 및 23G 주사바늘을 순차적으로

사용하여 조직을 완전히 풀어주고 원심분리하여 상등액

과 침전물을 회수하였다. 2차 효소처리반응을 하기 위

해서, 회수한 침전물에 다시 RPMI1640 배지에 0.125%

(w/v) collagenase D와 0.1% (w/v) DNAse I이 포함된 효

소반응액 5 mL을 첨가하여 조직의 조각들과 혼합하면

서 37�C에서 15분간 반응시켰다. 5 mL의 주사기와 18G,

21G 및 23G 주사바늘을 순차적으로 사용하여 조직을

완전히 풀어주고 원심분리하여 상등액을 제거하고 침

전물을 회수하였다. 이러한 효소처리과정을 5차까지 실

시하여 상등액을 회수하였다. 3~5차 효소처리과정에서

회수한 상등액을 106 μm 메시에 통과시키고 HBSS에

세 번 씻어주었다. 원심분리하여 가슴샘 기질세포를 회

수한 다음 DMEM 30 mL에 부유시켜 세포수를 측정하

였다.

4) 역전사중합효소연쇄반응(Reverse transciption-

polymerase chain reaction, RT-PCR)

정상 및 재생중의 흰쥐로부터 얻어진 각 가슴샘 조직

샘플에서 분리된 2μg의 전체 RNA를 주형으로 사용하
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여 0.5 μg의 oligo (dT) 12-18 (Gibco Life Technologies)

와 1 μL의 10 mM dNTP 혼합액을 혼합하고 65�C에서

5분간 반응시켰다. 4 μL의 5x 첫번째가닥 버퍼, 2 μL의

0.1 M DTT와 1 μL의 RNase 저해제(40 U/μL)를 첨가하

여 37�C에서 2분간 반응시켰고, 1μL의 M-MLV 역전사

효소 (reverse transcriptase, Gibco Life Technologies, 200

U/μL)를 첨가하여 37�C에서 50분간 반응시켰다. 70�C

에서 15분간 반응시키고 1 μL의 RNase H (4 mg/mL)를

첨가하여 37�C에서 30분간 반응시켰다. 본 연구에서 역

전사중합효소연쇄반응 분석을 실시한 유전자는 putative

gene 01, putative E2IG2 gene, musculin, osteoactivin 및

GAPDH이었으며, 이들 유전자에 특이적인 프라이머의

염기서열을 결정한 후(Table 1), 프라이머 합성은 바이오

니아사에 의뢰하여 제작하였다. 첫번째가닥 cDNA를 주

형으로 사용하여 5 μL의 10x PCR reaction 버퍼, 1 μL의

10 mM dNTP mix, 1.5 μL의 50 mM MgCl2, 1 μL의 순방

향 및 역방향 프라이머 (10 pmol/μL)와 0.5 μL의 Taq

DNA polymerase (5 U/μL)를 혼합하였다. 94�C에서 5분

간 DNA를 변성시킨 다음 putative gene 01, putative

E2IG2 gene, musculin 및 osteoactivin 유전자는 94�C에

서 1분, 57�C에서 1분 그리고 72�C에서 1분간 30회

(GAPDH 유전자는 25회) 반복하고 72�C에서 10분간

반응시켰다. 1.5% 아가로즈겔 전기영동을 통해 생성된

DNA를 확인하고 이미지 분석 프로그램 (Metamorph,

Nashville, TN, USA)을 이용하여 DNA 밴드의 광학적

강도(optical intensity)를 확인하였다.

결 과

본 연구에서는 가슴샘 재생과정 동안에 발현되는 다

양한 유전자를 확인하기 위해서, 흰쥐 가슴샘의 퇴축을

유발한 후 재생과정중의 가슴샘으로부터 cDNA 라이브

러리를 제작하였고, 800여 개의 cDNA 클론들을 임의적

으로 선택하여 400 bp 이상의 크기를 가진 700여 개의

cDNA 클론들만 선별하여 염기서열을 분석하였다. 염기

서열 반응 결과, 제대로 읽을 수 없었거나 벡터의 염기

서열 등을 제외한 630개의 cDNA꼬리표들을 분석하였

다. cDNA꼬리표들의 데이터베이스 분석은 GenBank에

등록되어 있는 유전자들의 상동성 조사를 위한 프로그

램으로 검색속도가 빠르고 그 결과가 통계값 (P-value:

값이 클수록 임의성 큼)으로 출력되는 블라스트 프로그

램을 사용하였다. cDNA꼬리표 염기서열의 분석결과,

알려진 유전자 (known gene)들이 486개로 전체의 78%

를 차지하였고, 알려지지 않은 유전자 (unknown gene)

들이 125개로 전체의 19%를 차지하였다 (Table 2). 그

외에 새로운 유전자 (novel gene)일 수도 있는 cDNA꼬

리표들을 포함하여 확인되지 않은 유전자 (unidentified

gene)들이 19개로 3%를 차지하였다(Table 2).

흰쥐 가슴샘 재생과정에서 발현된 cDNA꼬리표를 분

석하여 이에 대한 후보유전자를 출현빈도 순으로 Table

3에서 열거하였다. 630개의 cDNA꼬리표들 중에서 가

장 높은 빈도수를 보이는 것은 미토콘드리아 단백질인

solute carrier family 25, member 4로서 8회 나타났고,

breast carcinoma amplified sequence 1이 6회, cAMP-re-

gulated phosphoprotein 21 transcript variant 1, cyclin G1

및 heatshock protein 9가 각 5회, ring finger protein 111,

NLR family apoptosis inhibitory protein 6, TM2 domain
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Table 1. The sequence of PCR pirmers used in this study

Symbol Gene name GenBank accession No. Primer sequence Size (bp)

Putative gene 01
FP : 5′- CAGGACAAGACTCGCTAGGC -3′

513
RP : 5′- TTTGCTCCTCAAGCTACGCA -3′

Putative E2IG2 gene
FP : 5′- TGTCAACCTCAGTCCCACAA -3′

264
RP : 5′- GGCTTGCTCTTCCCTCCTCT -3′

Msc Musculin NM_001191754.1
FP : 5′- GTGAGTGACCCCGAAGACTC -3′

360
RP : 5′- CAGTCTGGAGAAGGCTTTGC -3′

Gpnmb Osteoactivin AF184983.2
FP : 5′- CCAATTACGTGGCTGGTCTT -3′

349
RP : 5′- CTGGGACATGGTCACGAATA -3′

GAPDH
Glyceraldehyde-3-phosphate 

AF106860
FP : 5′- CAACTCCCTCAAGATTGTCAGC -3′

449
dehydrogenase RP : 5′- GGGAGTTGCTGTTGAAGTCACA -3′

Table 2. Resuts of expressed sequence tag sequences for regene-
rating thymus library

Library Number of clones Percentage (%)

Total number of gene cluster 630 100
Known genes 486 78
Unknown genes 125 19
Unidentified genes 19 3



containing 2, dihydrofolate reductase, eukaryotic trans-

location elongation factor 1 alpha 1, similar to paired-Ig-

like receptor B, putative ubiquitin specific peptidase 33,

serine/arginine-rich splicing factor 1, thymosin beta-4 X

chromosome 및 dolichyl-phosphate (UDP-N-acetylgluco-

samine) N-acetylglucosaminephosphotransferase 1이 각

4회 나타났다(Table 3). 또한 흰쥐 가슴샘 재생과정에서

분석한 cDNA꼬리표들은 후보유전자의 동정 (putative

gene identification)을 근거로 세포의 일반적인 기능별

로 크게 6개의 범주로 나누어 분류하였다 (Fig. 2). 그
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Fig. 2. Functional classification of proteins encoded by the cDNAs
of expressed sequence tags. The deduced proteins were grouped
into 6 functional categories based on sequence similarity with pro-
teins of known function. The fraction of the 630 expressed sequence
tags corresponding to the respective categories is indicated.

Cell division
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Signaling
compoments
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Membrane
transport (41)

7%
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Metabolism
(283) 45%

Cytoskeleton
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Fig. 3. Comparative RT-PCR analysis of putative genes in normal
thymus (NT) and regenerating thymus (RT) of 3 and 7 days after cy-
clophosphamide treatment. (A) Agarose gel electrophoresis show-
ing a representative RT-PCR result of co-amplified putative gene
01, putative E2IG2 genes and GAPDH. (B) The density of each
band in each lane was quantitated by scanning densitometry and
then expressed as mean++SD. Data are expressed as ratios of pu-
tative gene 01 and putative E2IG2 genes mRNA normalized to
GAPDH mRNA. Samples from the regenerating thymus exhibit
significant up-regulation of putative gene 01 and putative E2IG2
genes mRNA expression compared with those of the normal con-
trol; *P⁄0.05 compared with the corresponding control value, as
determined by a one-way analysis of variance (ANOVA) followed
by a Scheffe’s post hoc test.
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Table 3. Abundant expressed sequence tags in regenerating thymus

Rank
Putative identification

GenBank accession No. No. of ESTs
Symbol Gene name

1 Slc25a4 Solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; NM_053515.1 8
adenine nucleotide translocator), member 4

2 Bcas1 Breast carcinoma amplified sequence 1 NM_145670.4 6
3 Arpp21 cAMP-regulated phosphoprotein 21, transcript variant 1 NM_001135046.1 5
3 Ccng1 Cyclin G1 NM_012923.2 5
3 Hspa9 Heat shock protein 9 NM_001100658.2 5
6 Rnf111 Ring finger protein 111 NM_001106836.1 4
6 Naip6 NLR family, apoptosis inhibitory protein 6 XM_008760697 4
6 Tm2d2 TM2 domain containing 2 NM_001017444.1 4
6 Dhfr Dihydrofolate reductase NM_130400.2 4
6 Eef1a1 Eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1 NM_175838.1 4
6 LOC683463 similar to paired-Ig-like receptor B XM_006228060.1 4
6 Putative ubiquitin specific peptidase 33 4
6 Srsf1 serine/arginine-rich splicing factor 1 NM_001109552.2 4
6 Tmsb4x Thymosin beta-4, X chromosome NM_031136 4
6 Dpagt1 dolichyl-phosphate (UDP-N-acetylglucosamine) NM_199388 4

N-acetylglucosaminephosphotransferase 1
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Fig. 5. Multiple alignment of putative gene 01 deduced amino acid sequence and 40S ribosomal protein S4 of Ictalurus punctatus, human,
Arabidopsis thaliana and Shizosaccharomyces prombe. Sequences were obtained through a BLAST search and aligned using the CLUSTAL
multiple-alignment program.

Fig. 4. Nucleotide and predicted amino acid sequence of rat putative gene 01. The sequences that are underlined with a single line repre-
sent the sequences surrounding a possible translation initiation start (nucleotides 82-84) and stop signals (nucleotides 635-637).



결과, 630개의 cDNA꼬리표들 중에서 일반적인 세포

대사에 관련된 유전자가 44%로 가장 많은 비중을 차

지하였고, 신호전달에 관련된 유전자가 20%, 막 전달수

송에 관련된 유전자가 7%, 그리고 세포골격, 세포분열

및 방어기전에 관련된 유전자가 각각 2%를 차지하였

다(Fig. 2).

cDNA꼬리표들 분석결과로부터 얻어진 유전자 염기

서열로부터 상동성 조사를 실시하여 확인한 결과 DNA

염기서열은 Genebank에 등록되어 있지만, 그 유전자에

대해서는 전혀 알려지지 않은 두 개의 후보유전자 (pu-

tative gene)인 putative gene 01과 putative E2IG2 gene의

유전자를 확인할 수 있었다. 이 두 유전자의 발현을 역

전사중합효소연쇄반응 방법을 이용하여 분석한 결과 정

상 가슴샘에서보다 재생과정의 가슴샘에서 발현이 현저

하게 증가하였다 (Fig. 3). Putative gene 01의 유전자를

동정하기 위해서, 전체 길이(full length) cDNA의 염기서

열을 분석하였고, 열린읽기틀찾기프로그램(http://darwin.

bio.geneseo.edu/~yin/Webgene/protein.html)을 이용하여

분석한 염기서열로부터 열린읽기틀(open reading frame,

ORF)을 확인하였다 (Fig. 4). 열린읽기틀 분석결과로 얻

어진 아미노산 염기서열을 다시 단백질관련 데이터베이

스를 이용해 상동성 조사 및 아미노산 서열 정렬(sequ-

ence alignment)을 실시한 결과 사람 (human), 분열효모

(Schizosaccharomyces pombe), 애기장대 (Arabidopsis

thaliana)과 찬넬메기(Ictalurus punctatus)의 미토콘드리

아 ribosomal protein S4와 아주 높은 상동성이 있음을

확인하였다(Fig. 5). 그래서, cDNA꼬리표 분석결과로 얻

어진 putative gene 01을 동정한 결과 흰쥐의 후보 미토

콘드리아 ribosomal protein S4 유전자에 해당될 것으로

추정할 수 있었다.

흰쥐의 가슴샘 재생과정에서 cDNA꼬리표 분석을 통

해 확인된 알려진 유전자들 중 musculin 및 osteoacti-

vin의 발현특성을 분석하였다. 먼저, 염기성 나선-고리-

나선 (basic helix-loop-helix, bHLH) 전사인자인 muscu-

lin의 발현 양상을 관찰하기 위하여 정상 및 CY 투여 3

일, 1주 및 2주 후의 가슴샘 조직에서 RNA를 분리하여

역전사중합효소연쇄반응 분석을 실시하였다. 그 결과

musculin은 정상 가슴샘에서는 발현수준이 낮았지만,

CY 투여 후 3일 및 7일째에 정상 가슴샘과 비교해서

현저하게 증가하였다(Fig. 6).

정상 및 CY 투여 3일, 1주 및 2주 후의 가슴샘에서

분리한 가슴샘 버팀질세포와 가슴샘세포에서 osteoac-

tivin의 발현양상을 역전사중합효소연쇄반응 분석을 실

시한 결과 osteoactivin의 발현은 정상 가슴샘에서 분리

한 가슴샘 버팀질세포와 비교해서 CY 투여 후 3일 및

7일째의 가슴샘에서 분리한 가슴샘 버팀질세포에서 현

저하게 증가하였고 (Fig. 7), 정상 가슴샘세포와 비교해

서 CY 투여 후 3일 및 7일째의 가슴샘세포에서 현저하

게 증가하였다(Fig. 7). 따라서 osteoactivin이 가슴샘 버

팀질세포 및 가슴샘세포 모두에서 발현되며, 가슴샘 재

생과정 동안 그 발현이 증가한다는 사실을 보여준다.

고 찰

본 연구에서는 재생과정중의 흰쥐 가슴샘의 cDNA

라이브러리로부터 630개의 cDNA 꼬리표들을 분석하였

다. cDNA 꼬리표 염기서열의 분석을 위한 데이터베이

스 분석은 미국의 NCBI (National Center for Biotechno-

logy Information)에서 개발된 대표적인 소프트웨어인

블라스트 프로그램을 사용하였는데, 분석결과의 유의성

여부는 Brown이 제시하였던 일반적인 규칙을 적용하

였다 [8]. 즉, 블라스트의 출력에서 가장 큰 의미를 가지

는 값은 퍼센트 값보다는 P-value로 e-100보다 작은 경
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Fig. 6. RT-PCR analysis of musculin mRNA in the thymus of nor-
mal rats (NT), and 3 (CY3D), 7 (CY1W), and 14 (CY2W) days after
cyclophosphamide treatment. (A) Agarose gel electrophoresis show-
ing a representative RT-PCR result of co-amplified musculin and
GAPDH. (B) The density of each band in each lane was quantified
by scanning densitometry and then expressed as mean++SD. Data
are expressed as ratios of musculin mRNA normalized to GAPDH
mRNA. Samples from the regenerating thymus, especially at 3 and
7 days after cyclophosphamide treatment, exhibit significant up-re-
gulation of musculin mRNA expression compared with that of the
normal control; *P⁄0.05 compared with the corresponding control
value, as determined by a one-way analysis of variance (ANOVA)
followed by a Scheffe’s post hoc test.
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우는 일반적으로 같은 종의 서열, e-50에서 e-100 사이

일 때는 아주 유사한 서열, e-50에서 e-10 사이일 때는

연관된 서열, e-5에서 0.1 사이일 때는 연관성을 가질

가능성은 있으나 상당히 먼 관계를 가지고 있을 가능

성이 있다고 적용되기 때문에 P-value가 e-5보다 작은

값을 보일 때 유의적으로 유사성이 있다고 판독하였다.

이 규칙을 적용하여 cDNA 꼬리표 염기서열의 분석결

과 486개의 알려진 유전자, 125개의 알려지지 않은 유

전자 그리고 19개의 확인되지 않은 유전자들을 분류하

였다. 19개의 확인되지 않은 유전자들 중에는 새로운

유전자를 포함하고 있을 것으로 추측된다.

흰쥐 가슴샘 재생과정에서 분석한 cDNA 꼬리표는 동

정된 후보유전자를 근거로 발현의 빈도수를 측정하여

Table 3에서 열거하였다. cDNA 꼬리표의 빈도수가 높을

수록 가슴샘 재생과정에서 풍부하게 발현된다고 볼 수

있기 때문에 가슴샘 재생과정에서 풍부하게 발현되는

후보유전자들을 확인할 수가 있었다. 특히 가장 높은 빈

도로 출현한 후보유전자인 solute carrier family 25, mem-

ber 4 유전자는 세포의 미토콘드리아 단백질로 알려진

adenine nucleotide translocator, member 4 단백질을 합성

하는 유전자로서, 이 단백질은 세포의 증식과정에서 세

포내의 미토콘드리아와 세포질 사이에 ADP/ATP를 전

달하는 역할을 수행하는 ADP/ATP carrier 단백질군에

속하며, ADP/ATP translocase 1 protein으로도 알려져 있

다 [9-11]. T 세포의 증식과 분화과정에서 림프구의 생

존과 세포사멸을 조절하는 사이토카인들 중 Th1과 Th2

사이토카인들에 의해 차별적으로 조절되는 유전자들을

연구하는 과정에서 adenine nucleotide translocator가

IL-4에 의해 발현이 증가되고 IFN-γ에 의해 발현이 감

소된다고 보고되었다[12]. 이러한 보고는 adenine nucle-

otide translocator가 사이토카인에 의해 매개되는 T 세

포의 생존과정에서 중요한 기능적인 역할을 한다는 것

을 시사한다. 따라서, 가슴샘 재생과정에서도 adenine

nucleotide translocator에 해당되는 유전자의 발현 빈도

수가 높게 나타난 것은 가슴샘 재생과정에서 중요한 역

할을 담당하고 있기 때문이라고 생각된다.

빈도수가 4개인 cDNA 꼬리표 중의 한 종류는 thymo-

sin beta 4 유전자와 매우 높은 유사성을 보였는데, 이 유

전자는 인체 모든 장기의 조직에서 그 발현이 확인되며,

그 단백질은 액틴격리 (actin sequestration) 단백질로서

G-액틴 풀 (pool)을 조절하여 세포 분화의 기능에 관련

이 있는 것으로 보고되었다 [13]. 그러나, thymosin beta

흰쥐 가슴샘의 재생과정에서 발현유전자 분석 205

Fig. 7. RT-PCR analysis of osteoactivin mRNA in the thymic stromal cells and thymocytes of normal rats (Normal), and 3 (CY3D), 7
(CY1W), and 14 (CY2W) days after cyclophosphamide treatment. (A) Agarose gel electrophoresis showing a representative RT-PCR result
of co-amplified osteoactivin and GAPDH. (B) The density of each band in each lane was quantified by scanning densitometry and then
expressed as mean++SD. Data are expressed as ratios of osteoactivin mRNA normalized to GAPDH mRNA. The thymic stromal cells and
thymocytes from the regenerating thymus, especially at 3 and 7 days after cyclophosphamide treatment, exhibit significant up-regulation of
osteoactivin mRNA expression compared with those of the normal controls; *P⁄0.05 compared with the corresponding control value, as
determined by a one-way analysis of variance (ANOVA) followed by a Scheffe’s post hoc test.
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4는 조혈세포 (heamtopoietic cell)로 분화하는 과정에서

림프계 세포와 골수계 세포에서 상당한 발현 차이를 보

이고 가슴샘종(thymoma)과 같은 가슴샘 암조직에서 그

발현이 감소하고 또한 성인 가슴샘 조직에서 그 발현이

줄어드는데, 이러한 사실은 thymosin beta 4가 액틴과

결합하는 역할 뿐만 아니라 혈관신생, 신경세포의 재생,

상처치유 및 모발성장을 촉진하며 암의 성장과 전이를

증가시키는 기능도 가지기 때문이다 [14]. 유아 가슴샘

조직을 제외한 세포 분화와 증식이 활발한 어린 조직

중 유아 뇌나 간 조직과 태아 폐에서 분리한 cDNA 꼬

리표에서는 thymosin beta 4가 포함되어 있지 않거나

빈도가 높지 않다고 보고되었다 [15]. 이러한 결과는 유

아 가슴샘에서 발현이 풍부한 thymosin beta 4가 특이

적으로 가슴샘에서 세포 분화와 증식에 중요한 역할을

수행하기 때문이라고 생각되어지며, 가슴샘 재생과정에

서도 이러한 이유로 thymosin beta 4에 해당하는 cDNA

꼬리표의 빈도가 높게 나타난 것으로 판단된다.

또한 흰쥐 가슴샘 재생과정에서 분석한 cDNA 꼬리

표들 중에서 RNA 및 단백질 관련 대사를 포함한 일반

적인 세포 대사에 관련된 유전자가 가장 많은 비중을

차지하였고, 신호전달에 관련된 유전자, 막수송에 관련

된 유전자, 그리고, 세포골격, 세포분열 및 방어기전에

관련된 유전자 순이었다. 따라서, cDNA 꼬리표 분석을

통해 가슴샘 재생과정에서 발현되는 다양한 유전자를

생물학적 역할에 따라서 세포의 일반적인 기능별로 분

류할 수 있었고, 그 분포도를 확인할 수 있었다.

흰쥐의 가슴샘 재생과정에서 발현되는 유전자들의 라

이브러리로부터 확인된 cDNA 꼬리표들 중 알려지지 않

은 두 개의 putative gene인 putative gene 01과 putative

E2IG2 gene의 유전자의 발현을 확인한 결과, 이들 유전

자가 정상 가슴샘에서보다 재생과정의 가슴샘에서 발현

이 현저하게 증가한다는 사실을 확인할 수 있었다. 알

려지지 않은 putative gene 01을 클로닝하여 열린읽기틀

을 확인하고 아미노산 상동성 조사 및 다중서열정렬

(multiple alignment)을 실시하여 동정한 결과 미토콘드

리아 ribosomal protein S4와 상당히 높은 유사성을 가진

것을 확인할 수 있었다. 미토콘드리아 ribosomal protein

S4는 세포 분화 초기단계에 있어서 중요한 역할을 수

행한다고 알려져 있으며 [16], 또한 인간에게서 기생원

생동물인 리슈마니아 (Leishmania)의 감염이 일어났을

때, 튜불린(tubulin), 히스톤(histone) H2b와 함께 풍부하

게 발현하여 항원으로서 T 세포와 반응하여 T 세포를

자극함으로써 면역반응을 유도한다는 보고가 있다[17].

97개의 아미노산으로 이루어진 E2IG2는 다양한 조직

의 발달이나 생리활성의 유지에 중요한 작용을 하는

에스트로겐의 기작 연구에서 유방암세포에 성 호르몬

인 에스트로겐을 투여한 후 발현되는 유전자들로부터

클로닝되었고, 어떤 유전자인지 그 기능이 전혀 알려지

지는 않았지만, 유방암세포주인 MCF-7에서 에스트로겐

을 투여 후 3시간째에 E2IG2의 발현이 14배나 현저하

게 증가한다는 사실이 밝혀졌다 [18]. 가슴샘 재생과정

의 cDNA 라이브러리로부터 cDNA꼬리표를 분석한 결

과 얻어진 후보 미토콘드리아 ribosomal protein S4 및

putative E2IG2 유전자의 발현이 가슴샘 재생과정에서

현저하게 증가한다는 결과는 가슴샘 재생과정에 있어

서 이러한 유전자들이 중요한 역할을 수행하기 때문이

라고 생각된다.

이상에서 분석된 유전자외에도 본 연구에서 발견된

유전자중에서 비록 Table 3에서 다빈도 발현 유전자에

는 포함되지 않으나 생물정보학적 분석 방법을 통해

알려진 정보에 근거하여 유추해보았을 때 musculin과

osteoactivin이 가슴샘 재생과 관련될 수 있는 가능성을

가진다고 판단되었기에 이들 유전자를 분석대상 유전자

로 선정하였다. 흰쥐의 가슴샘 재생과정에서 cDNA꼬

리표를 분석한 결과 얻어진 알려진 유전자들 중 mus-

culin 및 osteoactivin의 발현특성을 분석하였을 때, 염기

성 나선-고리-나선 전사인자인 musculin의 발현은 정상

가슴샘에서는 발현수준이 낮았지만, CY 투여 후 3일

및 7일째에 정상 가슴샘과 비교해서 현저하게 증가하

였다. 염기성 나선-고리-나선 전사인자는 세포의 운명이

어떻게 결정되는 지에 대한 연구에서 보고되기 시작하

였으며 [19], 그 이후 염기성 나선-고리-나선 전사인자

모티프(motif)를 가진 전사인자는 척추동물과 무척추동

물의 다양한 조직에서 세포운명결정과 분화에 중요한

역할을 한다는 사실이 밝혀졌다 [19]. 골격근세포발생에

서 MyoD와 myogenin과 같은 염기성 나선-고리-나선

전사인자 [19], 혈구세포발생에서 SCL/TAL1과 같은 조

혈과 관련된 기능을 가지는 염기성 나선-고리-나선 전

사인자 [20], 신경세포발생에서 neurogenin과 같은 염기

성 나선-고리-나선 전사인자 [21] 그리고 섬유모세포가

근세포로 분화하는데 MyoD [22]가 관여한다는 사실이

밝혀졌다. 염기성 나선-고리-나선 전사인자는 발현 양상

에 따라 대략 A 및 B 두 종류로 구분될 수 있는데, A형

염기성 나선-고리-나선 전사인자는 일반적으로 폭 넓게

발현됨에 비해 B형 염기성 나선-고리-나선 전사인자는

제한적으로 발현된다. 한편, 구조적 측면에서 나선-고리-

나선 부위는 A형과 B형의 동종이합체 혹은 이종이합체

형성을 매개하며, 염기성 부위는 특정 DNA와의 결합과

분화관련 유전자의 전사를 활성화하는데 관여한다[23].

염기성 나선-고리-나선 전사인자들은 유전자 활성 네트

워크(gene activator network)에서 발현을 직접적으로 혹

은 간접적으로 조절하여 세포의 운명결정과 조직분화를
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수반한다[24]. Robb은 인간과 생쥐의 cDNA를 얻은 다

음, consensus bHLH search motif를 이용하여 유전자 데

이터베이스를 조사하였고, 두 종류의 새로운 염기성 나

선-고리-나선 유전자를 발견하였다 [25]. 하나는 epicar-

din/capsulin/Pod-1이었고[26], 다른 하나는 새로운 염기

성 나선-고리-나선 유전자인 musculin이었다 [25]. 생쥐

의 musculin은 활성화된 B 세포에서 발현되는 human

ABF-1 (activated B cell factor-1)과 86%의 동일한 상동

성을 가진 202개의 아미노산으로 이루어져 있으며, 생

쥐의 배아 근육조직에서 발현이 확인되었다 [25]. Mus-

culin은 조직의 분화와 세포운명결정에 중요한 기능을

수행할 것이라고 생각되어지나 그 기능과 발현조절에

대한 연구는 아직 제대로 이루어져 있지 않다. 흰쥐의

가슴샘에서 염기성 나선-고리-나선 전사인자인 muscu-

lin의 발현을 확인하였을 뿐만 아니라 가슴샘 재생과정

에서 musculin의 발현이 현저하게 증가한다는 본 연구

의 결과는 가슴샘 재생과정에서 musculin이 직접적으로

혹은 간접적으로 가슴샘 재생과정에 관여할 것이라는

사실을 시사해준다. 이러한 결과는 가슴샘 재생과정에

서 musculin의 발현특성을 이해하는데 유용한 자료가

될 수 있으며, musculin 유전자 발현의 조절기전 및 기

능분석에 대한 추가적인 연구가 필요하다고 생각된다.

Osteoactivin의 발현은 정상 가슴샘에서 분리한 가슴

샘 기질세포와 비교해서 CY 투여 후 3일 및 7일째의

가슴샘 기질세포에서 현저하게 증가하였을 뿐만 아니라

가슴샘세포에서도 현저하게 증가하였다. 정상 뼈조직과

뼈경화증을 일으키는 질병인 뼈대리석증 (osteopetrosis)

에서 mRNA differential display 방법을 통해서 클로닝

된 osteoactivin은 572개의 아미노산으로 이루어진 세

포바깥바탕질 단백질로서 주로 뼈모세포와 뼈버팀질세

포에서 풍부하게 발현된다고 알려져 있다 [27,28]. DC-

HIL (dendirtic cell-associated, heparan sulfate protoglycan-

integrin ligand)로서 잘 알려진 osteoactivin은 분비단백

질로도 존재할 뿐만 아니라 세포 표면이나 리소좀막에

존재하는 1형막당단백질 (type I transmembrane glyco-

protein)으로서 뼈모세포의 분화와 성숙에도 관여한다

[29]. 가슴샘 재생과정에서 가슴샘 기질세포와 가슴샘

세포에서도 osteoactivin의 발현이 현저하게 증가한다는

결과는 osteoactivin이 가슴샘 재생과정에서 가슴샘 기

질세포와 가슴샘세포의 분화와 성숙에 중요한 역할을

수행할 수 있다는 근거를 보여줄 뿐만 아니라 가슴샘

재생과정에서 osteoacitivin의 기능과 기전에 대한 연구

의 필요성을 제시한다.

재생중의 흰쥐 가슴샘에서 발현되는 유전자에 대한

cDNA 라이브러리를 대상으로 630개의 cDNA꼬리표들

의 염기서열을 분석한 본 연구와 유사하게 재생중의

흰쥐 가슴샘에서 발현되는 유전자에 대한 cDNA 라이

브러리에서 1,000개의 cDNA꼬리표들의 염기서열을 분

석한 이전의 연구결과와 비교하였을 때 [30], 단백질 합

성 및 세포 대사에 관련된 유전자, 신호전달에 관련된

유전자가, 세포의 구조와 운동에 관련된 유전자의 비율

은 유사하였으나, 세포골격, 세포분열 및 방어기전과 관

련된 유전자의 비율은 이전의 연구에 비해 다소 낮게

나타났다. 이러한 사실은 본 연구 및 이전 연구[30], 모

두 재생중의 흰쥐 가슴샘에서 발현되는 유전자의 분석

을 통계학적으로 의의있는 수준으로 시행된 연구이라

는 사실을 의미한다. 또한 생물정보학적 분석을 통해

두 연구에서 발현 빈도가 높은 유전자를 비교하였을

때, 본 연구에서 0.5% 이상의 발현빈도를 보이는 유전

자는 15종이었으며, 이전 연구[30]에서 0.5% 이상의 발

현빈도를 보이는 유전자는 9종 그리고 0.4% 이상의 발

현빈도를 보이는 유전자는 21종으로서 대체로 유사한

경향을 나타내었다. 또한 본 연구에서 0.5% 이상의 발

현빈도를 보이는 유전자는 전체 유전자의 10.95%이었

으며, 이전 연구 [30]에서 0.5% 이상의 발현빈도를 보이

는 유전자는 전체 유전자의 5.90% 그리고 0.4% 이상의

발현빈도를 보이는 유전자는 전체 유전자의 10.70%으

로서 매우 유사한 경향을 나타내었다. 본 연구에서 1%

이상의 발현빈도를 나타낸 유전자는 1종으로서 solute

carrier family 25 유전자이었고 이전 연구 [30]에서 1%

이상의 발현빈도를 나타낸 유전자는 1종으로 동일하였

으나 그 종류는 asparaginase like 1으로 서로 다르게 나

타났다. 본 연구에서 0.5~1% 사이의 발현빈도를 나타

낸 유전자와 이전 연구 [30]에서 0.4~1% 사이의 발현

빈도를 나타낸 유전자들을 서로 비교하였을 때 solute

carrier family 25, breast carcinoma amplified sequence 1,

cAMP-regulated phosphoprotein 21, transcript variant 1,

cyclin G1, heat shock protein 9, ring finger protein 111,

TM2 domain containing 2, dihydrofolate reductase, euka-

ryotic translation elongation factor 1 alpha 1 및 thymosin

beta-4의 10종의 유전자가 두 연구에서 공통으로 출현

하였는데 이는 본 연구에서 0.5% 이상의 발현빈도를

나타낸 유전자 중의 66.67% 그리고 이전 연구[30]에서

0.4% 이상의 발현빈도를 나타낸 유전자 중의 47.62%

에 해당하였다. 또한 본 연구에서 0.5% 이상 발현빈도

를 나타낸 유전자 중에서 이전 연구 [30]와 다르게 나

타난 유전자는 NLR family, apoptosis inhibitory protein

6, similar to paired-Ig-like receptor B, putative ubiquitin

specific peptidase 33, serine/arginine-rich splicing factor

1 및 dolichyl-phosphate (UDP-N-acetylglucosamine) N-

acetylglucosaminephosphotransferase 1이었고 이전 연

구 [30]에서 0.4% 이상 발현빈도를 나타낸 유전자중에

흰쥐 가슴샘의 재생과정에서 발현유전자 분석 207



서 본 연구와 다르게 나타난 유전자는 Cd74 molecule,

major histocompatibility complex, class II invariant chain,

asparaginase like 1, apolipoprotein E, baculoviral IAP re-

peat-containing 1b, cytochrome-c oxidase I, Immunoglo-

bulin-like receptor PIRA6, ubiquitin specific peptidase 33,

ribosomal protein S3a, unnamed protein product (splicing

factor 3b, subunit 2, 145 kDa), metal-response element-

binding transcription factor 2 isoform 1 및 Tob2 protein

이었다. 이러한 사실은 본 연구와 이전 연구 [30]에서

사용된 표본집단의 수가 모집단 전체 유전자의 경향을

분석하는데 통계학적 의의를 가지는 동시에 특이적인

유전자를 동정할 수 있는 중요한 의의를 갖는 연구라

는 사실을 의미한다. 또한 이러한 사실은 앞으로도 두

연구와 비슷한 규모로 이루어지는 연구들은 가슴샘 재

생과 관련된 특이적인 유전자를 발굴하는데 매우 유용

할 것이라는 사실을 시사한다.

결론적으로, 본 연구에서는 재생중의 흰쥐 가슴샘에

서 발현되는 유전자에 대한 cDNA 라이브러리를 제작

하였고, cDNA꼬리표들에 대한 염기서열 분석과 데이

터베이스 분석을 이용하여 알려진 유전자 그룹, 알려지

지 않은 유전자 그룹 및 새로운 유전자들을 포함한 확

인되지 않은 유전자들을 확보할 수 있었으며 발현의

빈도수도 확인할 수 있었다. 또한 일부의 유전자들을

선택하여 가슴샘 재생과정 동안에 발현양상을 분석함

으로써 가슴샘 재생에 관련이 있을 것으로 추정되는

후보 유전자들을 선별할 수 있었다. 본 연구의 결과를

토대로 추가적으로 더 많은 수의 cDNA꼬리표들에 대

한 대량 분석을 시행하여 이들 유전자의 발현 빈도에

따라 분류하여 재생중의 가슴샘에서 발현되는 유전자

의 발현빈도에 따른 데이타베이스를 구축할 수 있을

것이며 또한 알려진 유전자에 대해서는 다시 기능별로

분류하여 데이타베이스를 구축할 수도 있을 것이다. 그

결과 가슴샘의 재생과 관련성이 높을 것으로 추정되는

유전자를 선별하고 이에 대한 유전자 및 단백질의 발

현 특성 분석을 실시함으로써 이들에 대한 특성을 규

명할 수 있을 것이다. 더 나아가 본 연구의 결과는 향

후 가슴샘의 재생과 관련 있는 유용 유전자 및 단백질

을 이용하여 가슴샘의 재생을 촉진시키고 가슴샘의 기

능을 증진시킬 수 있는 방법을 개발하는데 응용할 수

있을 것으로 판단된다.
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Expression and Characterization of Genes by Expressed Sequence
Tag Analysis in the Rat Thymus during Regeneration following
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Abstract : The thymus is the central lymphoid organ for the development of bone marrow-derived precursor

cells into mature T-cells. Understanding the molecular mechanism of thymic involution and regeneration is criti-

cal to develop methods to normalize or improve host immunity from the decreased immune function caused by

thymic involution.

In this study, the regenerating thymus cDNA library was constructed in the rat from a model of thymic involu-

tion and regeneration induced by cyclophosphamide. Expressed sequence tags (ESTs) were obtained by partial

sequencing of 700 randomly selected insert-containing clones. A total of 630 ESTs were analyzed, of which 486

ESTs (78%) matched to known genes and 125 ESTs (19%) matched to other ESTs (unknown genes). The 19 ESTs

(3%) did not match with any known sequences. The ESTs were grouped into six main functional categories: me-

tabolism (44%), signaling components (20%), membrane transport (7%), cytoskeleton (2%), cell division (2%) and

defense (2%).

As a result of RT-PCR analysis, expression of putative gene 01, putative E2IG2 gene, musculin and osteoacti-

vin significantly increased in rat thymus during regeneration. The putative gene 01 showed complete homology

with mitochondrial ribosomal protein S4 by homology search and multiple alignment of amino acid.

These results provide the extensive molecular information on thymus regeneration and will be useful source to

identify various genes which may play an important role in the thymus regeneration as well as to clone novel genes.

Furthermore, the availability of these data will serve as a basis for further research to understand the molecular

mechanism of thymus regeneration.
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