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Ⅰ. 서 론

Telomere의 길이를 유지시키는 효소를 telomerase라 하며, 이

효소는 RNA와 단백질로 구성된 리보핵산단백질(ribonucleopro-

tein)로서 염색체 말단에 있는 telomeric DNA를 합성하며, telom-

ere에 G-rich 가닥을연장시키기위해주형으로 telomerase의자체

구성 성분인 RNA를 이용하는 역전사효소(reverse transcriptase)

이다1,2). 

Telomerase 활성은 정상 성인의 체세포 조직에서는 발견되지

않지만, 피부, 혈액, 장 등의 줄기세포, 고환과 난소의 생식 세포

및 암세포와 같은 활동적으로 분열하는 세포에서는 관찰된다3,4).

최근 두경부암 등5,6)의 종양세포에서 중합효소 연쇄반응(poly-

merase chain reaction)을 이용한 PCR-based telomeric repeat ampli-

cation protocol(TRAP) 분석법7)에 의하여 telomerase 활성이 발견

되면서 telomerase 활성이 부분의 종양 발생에 필수적인 것임
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Purpose: This study observed the changes in the telomerase activity, it’s developmental regulation, PCNA expression, and their cor-
relation in rat’s upper digestive organs during growth and aging.

Materials and Methods: Upper digestive organs(buccal mucosa, gingiva, palate, submandibular and parotid glands, and tongue)
were aseptically removed from Sprague-Dawley rats of fetal(gestational 20 days), growing(1, 2, 3, 5, and 7 weeks after birth) and
adult(12 week old). Samples for telomerase activity were frozen on liquid nitrogen immediately after sacrifice, and stored until the use
at -75℃ in order to measure it. Telomerase activity was measured by a PCR-based telomeric repeat amplication protoco(TRAP) assay
and quantitated with Photometric Telo TAGGG Telomerase PCR ELISA plus(Roche Diagnostics GmbH. Mannheim. Germany). PCNA
expression were measured immunohistochemistry with anti PCNA Ab-1, Clone PC10(NeoMark. California. USA).

Results: 
1. Telomerase activities in buccal mucosa, palate and gingiva were the highest in fetus and decreased gradually or rapidly after birth

and then diminished, but In salivary gland and tongue were the highest in fetus and also high at 1 week and then decreased rapid-
ly.

2. PCNA expression in buccal mucosa, gingiva, Tongue and salivary gland was the highest in fetus and decreased gradually and then
diminished. but only in palate  decreased rapidly after birth and then diminished.

Conclusion: The highest telomerase activity of embryonic stage decreased rapidly after birth in rat‘s upper digestive organs. There
may be a developmental regulation of telomerase activity, but not a tissue-specific. This telomerase activity seems correlated closely
with PCNA expression in rat’s upper digestive system. 
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이 밝혀지고 있으며 정상 세포에서 불멸세포(immortal cell)로의

진행에는 안정된 telomere의 길이가 유지되어야 하며 이러한

telomere 길이의 유지는 telomerase 활성에 의하여 일어난다고 알

려져 있다8,9). 그러므로 telomerase 활성은 세포의 증식능과 접

한 관련이 있을 것으로 추정된다. 최근 분자 생물학적 기법의 발

달과 함께 세포 주기에서 세포 증식을 나타내는 생물학적 지표

들의발견과세포의증식능력의정도를측정하는여러방법들이

개발되었다10-13). 

정상 포유류의 체세포에서의 telomerase 활성은 종족 특이적,

조직 특이적, 그리고 세포 특이적으로 조절되고 있는 것으로 알

려져있다14-17). Yamaguchi 등14)은백서의발달시기와나이에따라

telomerase와 telomere의 길이가 발생학적 그리고 조직 특이적으

로조절받고있다고하 다. 그리고 Brestilny 등17)에의하면정상

사람의 체세포에서 telomerase 활성이 없는 것은 아마도 발생학

적으로 효소 활동을 억압하는 엄격한 억제 조절 기전이 있기 때

문일것으로추정하 다.

이에본연구는백서상부소화기계의발달시기에따라 telom-

erase 활성 변화를 관찰하여, 발생학적, 조직 특이적으로 telom-

erase 활성이 향을 받는지를 알아 보고자 하 다. 그리고 백서

의 상부 소화기계의 발달 시기에 따른 세포의 증식 능력을 평가

하기위해서 PCNA 발현율의변화를관찰하고, telomerase 활성과

세포의증식능과의상호관련성도알아보고자하 다.

Ⅱ. 연구 재료 및 방법

1. 연구 재료

한 실험 동물센타에서 태생기(태생 20일), 성장기(생후 1주,

2주, 3주, 5주 및 7주) 및 성숙기 (생후 12주)의 Sprague-Dawley 백

서를 각 시기별로 암수 구별 없이 5마리씩 총 35마리를 공급 받

았다. 35마리의 백서들을 공급 받은 당일 telomerase 활성 실험을

위하여각시기별로 3마리씩총 21마리를 , PCNA 발현실험을위

하여 각 시기별로 2마리씩 총 14마리를 희생시켜 상부 소화기계

인 협점막(buccal mucosa), 치은(gingiva), 구개(palate), 악하선

(submandibular gland), 이하선(parotid gland) 그리고혀(tongue) 조

직을적출하 다.

2. 연구 방법

각 조직의 허혈을 방지하기 위하여 백서를 에테르를 이용하여

흡입 마취시킨 상태에서 수술을 시행하 다. 백서를 수술 위

에 앙와위로 누인 후 사지를 압핀으로 고정시킨 다음 털이 없는

태생 20일및생후일주의백서를제외한모든백서들은목과얼

굴 부위의 털을 깨끗이 깍은 후 베타딘 및 알코올로 소독하 다.

미세기구를이용하여협점막, 치은, 구개, 악하선, 이하선, 그리고

혀조직을적출하 다. 태생 20일과생후 1주및 2주는수술현미

경(Dual zoom stereomicroscope. Nisso Optical Co., Japan)하에서조

직을적출하 다.

Telomerase 활성 실험을 위하여 각 시기별로 백서를 3마리씩

희생시켰으며, 검체들은 적출 즉시 -196℃ 액체 질소에 동결한

후 -75℃ 초저온 냉동고에 실험 수행 때까지 보관하 다. 그리고

PCNA 발현 실험을 위하여 각 시기별로 백서를 2마리씩 희생 시

킨 후 검체를 적출 즉시 10% 포르말린 용액에 24시간 동안 고정

시킨후파라핀블록을만들어실험수행때까지보관하 다.

1) TRAP 분석법에의한 telomerase 활성측정

Telomerase 활성 측정은 현재 주로 이용되고 있는 PCR을 근간

으로 한 TRAP 분석법7)을 이용하여 telomerase 활성도를 광효소

면역 측정법(photometric enzyme linked immunoassay)인 Telo

TAGGG Telomerase PCR ELISA plus™(Roche Diagnostics GmbH.

Mannheim. Germany) kit를이용하여측정하 다. 

(1) Preparation of Extracts from Tissues

동결된조직을 microtome을이용하여 10�15 ㎛두께로절단하

여 200 ㎕ ice-cold Lysis reagent가있는소독된 reation tube에 략

50개 정도의 절편을 넣고 30분 정도 얼음속에서 배양한다. 4℃에

서 20분 동안 16,000 × g에서 lysate를 원심 분리하여 조심스럽게

supernatant를 제거하고 다시 fresh tube에 옮겨 넣는다. Pelleted

cell의 세포성 debris는 옮겨지지 않도록 tissue extract를 175 ㎕ 정

도만 pipetting하고 standard methods로 단백질 농도를 측정한다.

TRAP 반응을수행할때까지액체질소에급냉시켜서 -80℃에추

출물을보관하 다.

(2) TRAP Reaction

조직 추출 단계는 조직을 해동하는 즉시 얼음속에 담가 4℃를

유지하면서 모든 조작을 실시하 다. 각 검체들은 control tem-

plate를 위해서 25 ㎕ reaction mixture(biotinyated telomerase sub-

strate P1-TS, optimized anchor-primer P2, nucleotides, and Taq DNA

polymerase)과 5 ㎕ internal standard(216bp internal standard, DNA

0.001 ㏖/㎕, IS)을 PCR amplication하기에 적절한 tube로 각각 옮

기고 동시에 분석을 하기 위하여 모든 검체와 control plate를 위

해서 master-mix를 준비한다. 각 PCR 반응마다 PCR amplication을

위해서 적절한 tube로 30 ㎕의 master -mix를 옮기고 검체는 각

tube에 1�3 ㎕ cell extract(103 - 3×103 cell equivalents or 0.5�10

㎍ total protein)를 더한다. Negative control은 각 tube에 corre-

sponding heat treated cell extract(103 - 3×103 cell equivalents or 0.5

�10 ㎍ total protein)를 1�3 ㎕ 더하고 control template는 2개의

각각의 tube에 1 ㎕ lysis reagent와 1 ㎕ control template(positive

control template DNA with the same sequence as a telomerase prod-

uct with 8 telomeric repeats, TS8)를 pipetting한다. Total volume

50㎕을 위해서 nuclease-free water(double-distilled)를 더하고 ther-

mal cycler내로 tubes를 옮겨 아래 protocol을 따라서 primer eloga-

tion과 amplication을 시행한다. Primer elongation 25℃ 10�30분,

telomerase inactivation 94℃ 5분, amplication은 denaturation 94℃

30초, annealing 50℃ 30초, polymerization 72℃ 90초를 30 cycle

반복시행하고 72℃ 10분간둔다. 그리고 4℃에유지시킨다.
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(3) Hybridization and ELISA

각검체를위해서 2개의분리된 reaction tubes에 10 ㎕ denatura-

tion reagent(0.5% sodium hydroxide 이하)를 pipetting한다. 각 tube

에 2.5 ㎕ amplication product를 넣고 10분간 실온에서 배양을 하

고 한 tube에는 100 ㎕ hybridization buffer T(DIG-labeled detection

probe complementary to telomeric repeat sequences, P3-T)를 그리

고 다른 tube에는 100 ㎕ hybridization buffer IS(DIG-labeled detec-

tion probe complementary to the internal standard, P3-IS)를 넣고

vortexing하여전체적으로혼합시킨다. Pipetting scheme에따라서

kit와같이공급된 precoated MTP modules의각 well에 100 ㎕ mix-

ture를 각각 넣고 self-adhesive cover foil로 well들을 덮는다. 37℃

에서 2시간 동안 shaker에 MTP modules 배양하고 완전히

hybridization solutions을 제거 한다. 각각의 well을 washing buffer

에최소한 30초이상 3번정도수세한다음 washing buffer를조심

스럽게제거한다. 각 well에 100 ㎕ Anti-DIG-HRP working solution

을 넣고 cover foil을 가지고 MTP modules를 덮는다. Plate가 300

rpm으로 회전하는 동안 30분간 실온(18�22℃)에 정온시키고

solution을 완전히 제거한다. 250 ㎕ washing buffer로 최소한 30초

이상 각 well을 5번 수세를 한 다음 washing buffer를 조심스럽게

제거하는데 각 well에실온에서 prewarmed 100 ㎕ TMB substrate

solution(3, 3’, 5, 5’-tetramethylbenzidine)을넣고 well들을 foil로감

싼다. Plate가 300 rpm으로 회전하는 동안 10�20분간 실온에서

color development를 위해서 정온을 하고 reacted substrate를 제거

할 필요없이 color development를 멈추게 하기 위해서 각 well에

stop reagent(5% sulfuric acid 이하)를 넣는다. 이 stop reagent는

reacted HRP substrate를 파랑(blue)색에서 노랑(yellow)색으로 변

하게 하는데, 이는 maximum sensitivity를 얻는데 필요하다.

Microtiter plate(ELISA) reader를 이용하여 stop reagent를 넣은후 30

분내에 450 nm에서 reference wavelength인 690 nm와 같이 검체

의흡광도(absorbance)를측정한다.  

Telomerase reaction의 specificity를 검사하기 위한 음성 조군

(negative control)의 검체를 열처리(heat treatment)하여 사용한다.

이는 telomerase specific detection probe(P3-T)로 분석을 했을 때

흡광도는 telomerase inactivation의 효과에 달려 있기 때문이다.

음성 조군(negative control)은 0.1(A450nm-A650nm units) 이하이

다. 양성 조군(positive control)은 1 ㎕ control template, low와 1

㎕ control template, high를 이용하여 얻었다. 즉 IS(Internal stan-

dard), (ATS8-ATS8.0)/ATS8(ATS8: absorbance of control template,

ATS8.0: absorbance of lysis buffer)로 값을 얻었다. 10분간 substrate

reaction후에 각각 high는 2.0�4.0 그리고 low는 0.2�0.5 범위를

하 다. 검체의 흡광도에서 조군의 흡광도의 평균을 뺀 값(AS-

AS.0)으로 하 다(AS: absorbance of sample, AS,0: absorbance of

heat-treated sample). 흡광도의차이가 2 이상을 telomerase의활성

도가있는(telomerase -positive)것으로간주하 다. 

2) PCNA에 한면역조직화학적염색

(1) 조직의처리

통상적인포르말린고정과파라핀포매를거친조직을 4 ㎛두

께의 절편을 제작하여 xylene으로 5분간 3회 탈파라핀화하여

100%, 95%, 90%, 80%, 70% 알코올로고농도에서저농도로단계별

1분간처리한후증류수로 5분간 2회수세한다.

(2) 일차항체

일차항체는 mouse monoclonal antibody로 PCNA Ab-1인 Clone

PC10™(NeoMark. California. USA)을사용하 다.

(3) 면역조직화학적염색

탈파라핀화한 후 함수시킨 절편을 3% 과산화수소수로 내인성

과산화효소(peroxidase)를 제거하기 위해서 10분간 반응를 시킨

다음 증류수로 수세시키고 pH 6.0 tris buffered saline(TBS) 완충액

으로 다시 수세를시킨다. Antigen retrieving을 위해서 autoclave에

121℃ 15분간처리한다. TBS완충액에 5분간 2회세척한후 block-

ing serum에 10분간 반응시키고 일차항체를 가한 다음 4℃에서

12�14시간 동안 반응을 시킨다. 그 후 다시 TBS 완충액에 5분간

2회세척한후이차항체를실온에서 15분간반응을시킨다음다

시 TBS 완충액에 5분간 2회 세척을 한다. 그리고 Streptavidin-

Horseradish Peroxidase(HRP)를 15분간 반응을 시킨다. Histostain-

plus kits(Zymed Laboratories Inc.)를 이용하여 30분간 반응시키고

다시 TBS 완충액에 5분간 2회 세척을 하고 3, 3'-diaminobenzi-

dine(DAB)을 이용하여 실온에서 10분간 발색시킨 다음 10분간

수세를 한다. 마지막으로 Meyer's hematoxylin으로 실온에서 10분

간 조염색을시행하고봉입한다.

(4) PCNA 표지지수측정및결과판정

PCNA 표지지수는 염색된 모든 조직 표본을 광학 현미경

(Olympus BH60, Japan) 100배시야에서염색이잘된부위를선택

하여 200배 시야에서 관찰하여 1,000개의 세포를 세어 양성 핵수

와 음성 핵수를 계산하여 백분율을 표현하 다. 염색 결과의 판

독은 핵에 국한되어 뚜렷한 갈색 과립성으로 염색된 경우를 양

성으로판정하 다. 

3) 통계학적분석

상부 소화기계의 각 조직의 telomerase 활성과 PCNA 표지지수

와의 관련성은 상관분석(Kendall-tau)을 시행했다. 그리고 상부

소화기계의 조직 특이성 관찰하기 위해서 조직간의 telomerase

활성의차이는 ANOVA를사용하여검정하 다.  

Ⅲ. 연구결과

1. Telomerase의 활성 변화

1) 협점막조직의 telomerase 활성변화

협점막의 TRAP 반응 결과를 태생기, 성장기, 성숙기로 나누어

각 시기별로 비교하면 태생 20일에서는 telomerase 활성이 가장

높게발현되었으며생후 1주는태생 20일보다는낮지만상당히

높게 발현되었다. 생후 2주에는 생후 1주 보다 현저히 낮게 발현
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되었으며 생후 3주 이후 부터는 성숙기인 12주까지는 활성이 일

정하게 낮게 발현되었다(Fig. 1A). 협점막에서 telomerase의 활성

을 각 시기별로 정량적인 양으로 비교하면은 태생 20일에는 양

성 조보다 2배 이상 정도 높았고, 생후 1주는 1배 정도 높았다.

생후 2주부터 성숙기인 12주까지는 일정하게 낮게 유지되었다

(Fig. 1B).

2) 치은조직의 telomerase 활성변화

치은조직의 TRAP 반응결과를태생기, 성장기및성숙기로나

누어 각 시기별로 비교하면 태생 20일에서는 치은 조직의 telom-

erase 활성이 가장 높게 발현되었으며 생후 1주에서도 높게 발현

되었다. 생후 2주이후에서성숙기인 12주까지는거의 telomerase

활성이 발현되지 않았다(Fig. 2A). 치은 조직에서 telomerase의 활

성을각시기별로정량적인양으로비교하면은태생 20일에서는

양성 조보다 2배 이상 높았고, 생후 1주는 양성 조와 유사하

다. 생후 2주에서부터 성숙기인 12주까지는 거의 발현이 되지

않았다(Fig. 2B). 

Fig. 1. Expression(A) and quantitative assay(B) of telomerase activities in development stages of rat’s

buccal mucosa. Telomerase activities in buccal mucosa were the highest in fetus and then decreased

gradually after birth. 

Lane 0. gestational 20 days: Lane 1, 2, 3, 4, 5, and 6, 1-, 2-, 3-, 5-, 7-, and 12-weeks after birth.

Lane -, +: Negative control, postive control, respectively. 

Fig. 2. Expression(A) and quantitative assay(B) of telomerase activities in development stages of rat’s

gingiva. Telomerase activities in gingiva were the highest in fetus and then diminished rapidly after 2

weeks. 

Lane 0. gestational 20 days: Lane 1, 2, 3, 4, 5, and 6, 1-, 2-, 3-, 5-, 7-, and 12-weeks after birth.

Lane -, +: Negative control, postive control, respectively. 
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3) 구개조직의 telomerase 활성변화

구개조직의 TRAP 반응결과를태생기, 성장기및성숙기로나

누어 각 시기별로 비교하면 태생 20일에서는 구개 조직의 telom-

erase 활성이 가장 높게 발현되었으며 생후 1주에서도 높게 발현

되었다. 생후 2주 이후부터는 점차적으로 감소하여 일정하게 낮

게 유지되었고 성숙기인 12주에서는 거의 발현이 되지 않았다

(Fig. 3A). 구개조직에서 telomerase의활성을각시기별로정량적

인 양으로 비교하면은 태생 20일에서는 양성 조보다 2배 정도

높았고, 생후 1주도양성 조보다 1.5배정도높았다. 생후 2주이

후부터는 점차적으로 감소하여 일정하게 낮게 유지되었고 성숙

기인 12주에서는거의발현이되지않았다 (Fig. 3B).

4) 악하선조직의 telomerase 활성변화

악하선 조직의 TRAP 반응 결과를 태생기, 성장기 및 성숙기로

나누어 각 시기별로 비교하면 태생 20일에서는 악하선 조직의

telomerase 활성이 가장 높게 발현되었으며 생후 1주에서도 상당

히높게발현되었다. 생후 2주이후부터는급격히감소되어생후

7주에서부터는 거의 발현이 되지 않았다(Fig. 4A). 악하선 조직에

서 telomerase의 활성을 각 시기별로 정량적인 양으로 비교하면

Fig. 3. Expression(A) and quantitative assay(B) of telomerase activities in development stages of rat’s

palate. Telomerase activities in palate were the highest in fetus and then decreased gradually at 2

weeks and diminished after 12 weeks. 

Lane 0. gestational 20 days: Lane 1, 2, 3, 4, 5, and 6, 1-, 2-, 3-, 5-, 7-, and 12-weeks after birth.

Lane -, +: Negative control, postive control, respectively.

Fig. 4. Expression(A) and quantitative assay(B) of telomerase activities in development stages of rat’s submandibular

gland. Telomerase activities in submandibular gland were the highest in fetus and also high at 1 week and then

decreased rapidly after 2 weeks and diminished after 7 weeks. 

Lane 0. gestational 20 days: Lane 1, 2, 3, 4, 5, and 6, 1-, 2-, 3-, 5-, 7-, and 12-weeks after birth.

Lane -, +: Negative control, postive control, respectively. 
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은 태생 20일에서는 양성 조보다 2배 이상 높았고, 생후 1주도

양성 조보다도 높은 활성도를 보 다. 생후 2주부터는 급격한

감소를보 다(Fig. 4B).

5) 이하선조직의 telomerase 활성변화

이하선 조직의 TRAP 반응 결과를 태생기, 성장기 및 성숙기로

나누어 각 시기별로 비교하면 태생 20일에서는 이하선 조직의

telomerase 활성이 가장 높게 발현되었으며 생후 1주에서도 높게

발현되었다. 생후 2주부터는 급격히 감소되어 생후 7주에서는

거의 나타나지 않았다(Fig. 5A). 이하선 조직에서 telomerase의 활

성을각시기별로정량적인양으로비교하면는태생 20일에서는

양성 조보다 거의 2배 정도 높았고, 생후 1주는 양성 조와 유

사하 다. 생후 7주부터는거의활성이나타나지않았다(Fig. 5B). 

6) 혀조직의 telomerase 활성변화

혀조직의 TRAP 반응결과를태생기, 성장기및성숙기로나누

어 각 시기별로 비교하면 태생 20일에서는 혀 조직의 telomerase

활성이 가장 높게 발현되었으며 생후 1주에서도 높게 나타났다.

생후 2주에서부터급격히감소되어성숙기인 12주까지는일정하

0 1 2 3 4 5 6 － +

0 1 2 3 4 5 6 － +

Fig. 5. Expression(A) and quantitative assay(B) of telomerase activities in development stages of rat’s

parotid gland. Telomerase activities in parotid gland were the highest in fetus and also high at 1 week

and then decreased rapidly after 2 weeks and diminished after 7 weeks. 

Lane 0. gestational 20 days: Lane 1, 2, 3, 4, 5, and 6, 1-, 2-, 3-, 5-, 7-, and 12-weeks after birth.

Lane -, +: Negative control, postive control, respectively. 

Fig. 6. Expression(A) and quantitative assay(B) of telomerase activities in development stages of rat’s

tongue. Telomerase activities in tongue were the highest in fetus and high at 1 week and then

decreased rapidly at 2 weeks. 

Lane 0. gestational 20 days: Lane 1, 2, 3, 4, 5, and 6, 1-, 2-, 3-, 5-, 7-, and 12-weeks after birth.

Lane -, +: Negative control, postive control, respectively. 
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게낮게유지되었다(Fig. 6A). 혀조직에서 telomerase의활성을각

시기별로 정량적인 양으로 비교하면은 태생 20일에서는 양성

조보다 2배 이상 높았고, 생후 1주에서는 양성 조와 거의 유사

하 다. 그리고생후 2주부터성숙기인 12주까지는일정하게낮

게유지되었다(Fig. 6B). 

2. PCNA 표지지수

1) 협점막조직의 PCNA 표지지수

협점막 조직의 PCNA 표지지수를 태생기, 성장기 및 성숙기로

나누어각시기별로나누어비교하면태생 20일에 PCNA 표지지수

가 가장 높게 발현되었다. 생후 1주에도 높게 발현되었으나 점차

적으로감소되어생후 3주부터는거의발현이되지않았다(Fig. 7). 

2) 치은조직의 PCNA 표지지수

치은 조직의 PCNA 표지지수를 태생기, 성장기 및 성숙기로 나

누어 각 시기별로 나누어 비교하면 태생 20일에 PCNA 표지지수

가가장높게발현되었다. 생후 1주에도높게발현되었으나점차

적으로 감소하여 생후 7주에서는 거의 발현이 되지 않았다

(Fig. 8). 

3) 구개조직의 PCNA 표지지수

구개 조직의 PCNA 표지지수를 태생기, 성장기 및 성숙기로 나

누어 각 시기별로 나누어 비교하면 태생 20일에 PCNA 표지지수

가 가장 높게 발현되었다. 생후 1주부터 급격히 감소되어 생후 5

주부터는거의발현이되지않았다(Fig. 9).

Fig. 7. PCNA expression in the developmental stages

of rat’s buccal mucosa.

PCNA expression in buccal mucosa was the highest

in fetus and decreased gradually and then dimin-

ished after 3 weeks.

Fig. 8. PCNA expression in the developmental stages

of rat’s gingiva.

PCNA expression in gingiva was the highest in fetus

and decreased gradually after 1 week and then

diminished after 7 weeks. 

Fig. 9. PCNA expression in the developmental stages

of rat’s palate.

PCNA expression in palate was the highest in fetus

and decreased rapidly after 1week and then dimin-

ished after 5 weeks.

Fig. 10. PCNA expression in the developmental stages

of rat’s submandibular gland. PCNA expression in

submandibular gland was the highest in fetus and

decreased gradually after 1 week and diminished

after 5 weeks.
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4) 악하선조직의 PCNA 표지지수

악하선 조직의 PCNA 표지지수를 태생기, 성장기 및 성숙기로

나누어 각 시기별로 나누어 비교하면 태생 20일에 PCNA 표지지

수가 가장 높게 발현되었다. 생후 1주부터 점차적으로 감소하여

생후 5주부터는거의발현이되지않았다(Fig. 10).

5) 이하선조직의 PCNA 표지지수

이하선 조직의 PCNA 표지지수를 태생기, 성장기 및 성숙기로

나누어 각 시기별로 나누어 비교하면 태생 20일에 PCNA 표지지

수가 가장 높게 발현되었다. 생후 1주부터 점차적으로 감소되어

생후 7주부터는거의발현이되지않았다(Fig. 11).

6) 혀조직의 PCNA 표지지수

혀 조직의 PCNA 표지지수를 태생기, 성장기 및 성숙기로 나누

어각시기별로나누어비교하면태생 20일에서 PCNA 표지지수

가가장높게발현되었다. 생후 1주부터는점차적으로감소되어

생후 7주부터는거의발현이되지않았다(Fig. 12).

3. Telomerase 활성과 PCNA 표지지수와의 관계

백서의 상부 소화기계의 각 조직간의 telomerase 활성과 PCNA

표지지수와의관계를각시기별로비교하여보면태생 20일에서

telomerase 활성과 PCNA 표지지수 모두가 가장 높게 발현되었고

생후 1주에는 태생기에 비하여 모두 현저히 감소하 다. 생후 2

주에는 생후 1주보다 더 감소하 고 생후 12주까지는 일정하게

낮게 발현되었거나 거의 발현이 되지 않았다. 상부 소화기계의

telomerase 활성과 PCNA 표지지수와의 관련성을 상관관계로 분

석한 결과 통계학적으로 유의한 관련성이 있었다(Kendall-tau

상관계수 0.81�1.00, p<0.05).  

Ⅳ. 총괄 및 고찰

Telomere는 telomeric DNA와 telomere structural protein의 복합

체로 이루어져 있는 데, 이 telomere structural protein는 telomeric

DNA와 결합함으로써 화학적 변형이나 nuclease로부터 telomeric

DNA를 보호하는 작용을 하며 DNA 말단과 결합하여 더 이상 연

장되는 것을 방지함으로서 telomerase 작용을 조절하는 역할을

한다18-20).

정상 포유류의 체세포에서의 telomerase 활성은 종족 특이적,

조직 특이적 그리고 세포 특이적으로 발생하는 것으로 알려져

있다14-17). Yamaguchi 등14)은 백서의 간, 뇌, 심장, 폐 등 여러 장기

를 발달 시기별로 나누어 telomerase 활성을 측정한 결과 발생학

적, 그리고 조직 특이적으로 조절받고 있음을 보고 하 다.

Prowse 등15)도 telomerase 활성이 발생학적, 그리고 조직 특이적

으로 조절 받고 있다고 하 다. 그리고 Bestilny 등17)에 의하면 정

상 사람의 체세포에서 telomerase 활성이 없는 것은 아마도 발생

학적으로 효소 활동을 억압하는 엄격한 억제 조절기전이 있기

때문이라고주장하 다. 

본 연구에서는 백서의 성장과 나이에 따라 상부 소화기계의

telomerase 활성 변화를 알아보고자 하 다. 백서는 인간과 같은

telomeric DNA의 반복 염기서열 (TTAGGG)n을 가졌고, 인간의

telomerase RNA gene과 백서의 telomerase RNA gene은 65% 정도

동일하며16), 다른 실험 동물에 비해 태생기부터 성숙기까지의 검

체수집과검체의적출과정이쉽고, 실험기간동안사육및관리

가용이하다는장점이있다.

백서 상부 소화기계의 혀, 협점막, 구개, 타액선, 그리고 치은

조직은태생기에서는 telomerase 활성이높게발현되었으나성장

기와 성숙기에는 일정하게 낮게 발현을 보이거나 혹은 거의 발

현되지 않았다. 태생기 때의 높은 활성이 생후 1주일 이후부터

Fig. 11. PCNA expression in the developmental stages

of rat’s parotid gland. 

PCNA expression in parotid gland was the highest in

fetus and decreased gradually after 1 week and

then diminished after 7 weeks. 

Fig. 12. PCNA expression in the developmental stages

of rat’s tongue.

PCNA expression in tongue was the highest in fetus

and decreased gradually after 1 week and dimin-

ished after 7 weeks.
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의미있게감소하여성숙기까지지속되는것으로보아발생학적

으로 조절 받는다고 사료된다. 상부 소화기계의 조직들 간의

telomerase 활성을 비교하여 보면 모두 태생기에서 높은 telom-

erase 활성이 성장기와 성숙기에서는 감소를 보 지만 각 발달

시기에 따라 조직들 간에도 telomerase 활성은 차이를 보 다. 치

은과 타액선 조직은 성장기와 성숙기에는 거의 발현이 없었다.

그러나 혀와 협점막 그리고 구개조직은 지속적인 낮은 발현을

보 다. 그러나 상부 소화기계의 각 조직간의 telomerase 활성을

비교한 결과 통계학적으로 유의한 차이는 없었다(p>0.05). 상부

소화기계의 telomerase 활성은조직특이적으로조절받고있다고

는생각되지않는다.

두경부 편평상피세포암에서 telomere를 유지하기 위해서

telomerase의활성이매우중요하다21,22). Mao 등23)과 Mutiraguna 등6)

은 두경부 편평상피세포암에서 80�90%의 telomerase의 활성이

있으나 주위의 정상 조직에는 telomerase 활성이 없었다고 하

다. 그러나 Yasumoto 등24)과 Kannan 등21)은정상적인구강상피세

포에서 telomerase 활성 혹은 hTERT가 발현된다고 보고하 다.

정상 구강 상피세포인 편평 상피세포는 turnover rate가 매우 빠

르고 증식이 계속 일어나는 것은 기저세포(basal cells)층에 재생

상피(regenerative epithelium)인 간세포(stem cell)가 존재하기 때

문이라고생각된다. 

본연구에선구강조직인협점막과구개조직은태생기와생후

1주에서는 높은 telomerase 활성을 보 고 성장기와 성숙기에서

는 일정하게 낮은 발현을 보 다. 그러나 치은 조직은 태생기와

생후 1주에서높은 telomerase 활성을보인반면성장기와성숙기

에서는 거의 발현이 나타나지 않았다. 혀 조직에서는 telomerase

활성이 생후 2주까지 높게 발현 되었으나 생후 3주 이후엔 거의

일정하게 낮은 발현을 보 다. 정상 구강 조직에서의 telomerase

활성은 조직에 따라 약간의 차이가 나타남을 알 수 있었다. 상부

소화기계의 발달 시기에 따른 telomerase 활성은 폐, 신장과 간,

심장 조직 등과 마찬가지로 태생기에서 가장 높았고 성장기와

성숙기에서는거의일정하게낮게유지하거나거의활성이나타

나지 않았다. 그리고 정상 구강 상피 세포에서도 telomerase 활성

이 일어난다는 보고21,24)가 있어 본 연구에서도 정상 구강 조직에

어느정도 telomerase 활성일어날것으로기 했으나활성은거

의 나타나지 않았다. 물론 동일 종의 같은 성숙기에서도 서로 다

른 telomerase 활성이 나타나는 것은 telomerase 반복 염기서열의

길이가 세포 사이 혹은 세포내에서 telomere들 간에도 길이가 다

르기 때문에 나타날 수도 있고, 실험 방법이나 실험 과정에 따라

차이가 날 수 있음을 고려 해 볼 수도 있다. 본 연구의 결과와 비

교하기위해문헌조사에이와유사한관련다른연구가없어비

교할수는없었다. 

인체 여러 부위의 암에서 유용한 진단 도구로 PCR-TRAP을 이

용하여 telomerase 활성을 측정하고 있다25,26). 구강암을 포함한 두

경부암에서도 80�90%의 telomerase 활성이나타난다고한다21-23,27).  

Tlomerase의 활성도가 악성 타액선 종양에서 83.3% 정도 존재

한다고 한다. 그러나 양성 타액선 종양과 정상적인 타액선에서

는 나타나지 않는다고 한다. 그러므로 양성 타액선 종양과 악성

타액선 종양을 구별하는데 특수한 표지자(marker)로 유용할 수

있다는보고가있다22,27). 

본 연구에서도 이하선과 악하선의 telomerase의 활성은 태생기

와 생후 1주에서는 높게 발현되었으나 성장기와 성숙기에서는

발현이 매우 낮게 나타났다. 문헌조사에서 정상 타액선에서의

발달시기에따른 telomerase의활성에 한연구가없어다른연

구 결과와 비교 할 수 없었다. 그러나 Sumida 등22) 과 Liao 등27)의

연구에서는정상타액선에서는 telomerase의활성은거의발현되

지 않는다고 하 다. 본 연구에서도 성장기와 성숙기에서 telom-

erase의활성이거의낮게발현되어유사한결과를보 다.

백서 상부 소화기계에서의 telomerase 활성이 태생기, 성장기,

성숙기 등의 발달 시기에 따라 변화는 것으로 미루어 세포의 증

식능에도 백서의 상부 소화기계의 발달 시기에 따라 변화될 것

으로생각된다. 

본연구에서는임상적이용이쉽고그리고후향적연구가가능

하며, 파라핀 조직에서도 비교적 간단한 방법으로 세포의 증식

능을 측정 할 수 있는 PCNA를 이용하여 백서의 상부 소화기계

의 발달 시기별 세포의 증식능을 알아보고자 하 다. 즉 세포주

기에따른 PCNA 염색양상은 G1, G2, M시기에는매우약한염색

성만보이고 S기에있는세포는다양한염색양상을나타내는것

으로 알려져 있으므로 세포 주기를 벗어나거나 최종 분화를 하

고있는세포들은 telomerase 활성이나타나지않는점과상호관

련성이 있을 것으로 생각된다. 또한 개체가 성장하고 나이가 들

수록 telomerase 활성이 감소하는 것으로 미루어 세포의 증식능

도 성장과 나이가 들 수록 감소할 것으로 생각되어 백서의 태생

기, 성장기, 성숙기 등 발달 시기에 따른 세포의 증식능과 telom-

erase 활성과의상호관련성도알아보고자시행하 다.

본연구에서는광학현미경에서 100배의저배율에서관찰하여

가장 뚜렷하게 염색되는 부위 5군데를 다시 200배의 고배율에서

관찰한 후 핵이 갈색 과립성으로 보이는 세포를 양성으로 판정

하 고 1,000개의 세포중 염색이 되는 세포의 개수를 계산하여

백분율을 표시하여 PCNA 표시지수를 산출하 다. 그러나 핵에

국한되어 뚜렷한 갈색의 과립으로 관찰되어 잘 구별이 되는 세

포도 있었지만 양성으로 판단되기에 어려운 경우도 있었다. 그

래서 염색의 정도가 약한 세포를 양성으로 간주하느냐 혹은 음

성으로 간주 하느냐에 따라 양성률에 차이가 있을 수도 있다, 즉

세포주기에 따라 염색의 정도가 다르기 때문에 S기 세포들에 비

해 G1과 G2 그리고 M기 세포들은 약하게 염색 될 수 있어 양성

으로 판정할 수 있으나, 위양성(false-positive)이 나타날 수 있어

결과에 향을 미칠 수 있어 양성으로 판정하지 않았다. 혀, 구

개, 협점막 그리고 치은등 구강조직에서의 PCNA 발현은 태생기

에서 가장 높았다. 그리고 성장기에서는 차츰 감소되거나 혹은

급격히 감소되어 성숙기에서는 거의 발현이 되지 않았다. 타액

선 조직에서도 태생기와 출생 1주에서도 높은 발현을 보 으나

성장기에서는 차츰 감소하면서 거의 발현이 되지 않았다. 즉 백

서의 상부 소화기계의 PCNA 발현율로 보아 태생기에서는 세포

증식이 높으나, 성장과 성숙기를 지나면서 세포 증식능력이 차

츰감소됨을알수있었다.
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PCNA 발현과 telomerase 활성의 상호 관련성에 한 연구에서

오 등28)은 백서 신장의 성장과 나이에 따라 telomerase 활성과

PCNA의발현에 해서상호관련성이있다고하 다.

본 연구에서도 혀, 구개, 협점막 그리고 치은 등 구강 조직의

telomerase 활성과 PCNA의발현은태생기에서가장높았고성장

과성숙기동안에는점차적으로감소하거나거의발현을보이지

않아매우상호 접한관련성이있음을알수있었다. 타액선조

직에서도 telomerase 활성과 PCNA의 발현은 태생기에서 가장 높

았고 성장과 성숙기 동안에는 급격히 감소하여 거의 발현이 되

지않아 접한상호관련성이있음을알수있었다. 그러므로상

부소화기계의 telomerase 활성과 PCNA의발현은성장과나이에

따라 상호 유의한 관련성이 있음을 알 수 있었다(Kendall-Tau

상관계수 0.81�1.00, p<0.05). 

Ⅴ. 결 론

정상 백서를 상부 소화기계를 태생기(태생 20일), 성장기(생후

1, 2, 3, 5 및 7주) 및성숙기(생후 12주)로나누어상부소화기계인

협점막, 치은, 구개, 악하선, 이하선 그리고 혀 조직을 발달 과정

동안 telomerase의 활성도 변화와 PCNA의 발현율 변화, 그리고

이의 연관성를 알아보기 위하여 본 연구를 하 다. Telomerase의

측정은 TRAP(telometric repeat amplication protocol) 분석법을 이

용한 효소면역측정인 Telo TAGGG Telomerase PCR ELISA plus™

(Roche Diagnostics GmbH Mannheim. Germerny) kit로 측정하여

정량적으로 분석하 다. 세포 증식능의 측정은 증식세포 핵항원

인 Clone PC10™ (NeoMark. California. USA)을 이용한 면역화학조

직적염색으로 PCNA 발현율을관찰하여, 다음과같은결과를얻

었다.

1. 백서 상부 소화기계의 혀, 협점막, 구개, 타액선 그리고 치은

조직의 telomerase 활성은 태생기에서 가장 높게 발현되었고

생후 1주에서도 높게 발현되었으나 성장기와 성숙기에는 일

정하게 낮게 발현을 보이거나 혹은 거의 발현이 되지 않았다.

그리고 상부 소화기계의 각 조직 간의 조직 특이성은 발견되

지않았다.

2. 백서 상부 소화기계의 혀, 협점막, 구개, 타액선 그리고 치은

조직의 PCNA 발현율은 태생기에서 가장 높게 발현되었으나

성장기와성숙기에는차츰감소되거나혹은급격히감소되어

일정하게 낮은 발현을 보이거나 혹은 거의 발현이 되지 않아

태생기에서는 세포증식이높았으나, 성장기와성숙기에서는

세포증식능력이차츰감소되었다.  

3. 백서 상부 소화기계의 혀, 협점막, 구개, 타액선 그리고 치은

조직의 telomerase의활성과 PCNA 발현은태생기에서가장높

았고성장기와성숙기에서는점차적으로감소하거나거의발

현을보이지않아상호 접한관련성이있었다. 

이상의연구결과로백서의상부소화기계의 telomerase 활성에

서 조직 특이성은 발견되지 않으나 태생기의 높은 telomerase 활

성이 성장과 나이에 따라 감소되므로 발생학적으로 조절받고,

세포증식능과도 접한상호관련성이있을것으로생각된다.    
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사진부도 ①

Fig. 13. PCNA immunoreactivity at gestational 20

days in rat’s buccal mucosa(×200).

Fig. 14. PCNA immunoreactivity at 1 week after

birth days in rat’s buccal mucosa(×200).

Fig. 15. PCNA immunoreactivity at 3 weeks after

birth in rat’s buccal mucosa(×200).

Fig. 16. PCNA immunoreactivity at 12 weeks after

birth in rat’s buccal mucosa(×200).

Fig. 17. PCNA immunoreactivity at gestational 20

days  in rat’s  gingiva(×200).

Fig. 18. PCNA immunoreactivity at 1 weeks after

birth in rat’s  gingiva (×200).
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사진부도 ②

Fig. 19. PCNA immunoreactivity at 7 weeks after

birth in rat’s gingiva (×200).

Fig. 20. PCNA immunoreactivity at 12 weeks after

birth in rat’s gingiva (×200).

Fig. 21. PCNA immunoreactivity at  gestational 20

days in rat’s palate(×200).

Fig. 22. PCNA immunoreactivity at 1 weeks after

birth in rat’s palate(×200).

Fig. 23. PCNA immunoreactivity at 12 weeks after

birth in rat’s palate(×200).

Fig. 24. PCNA immunoreactivity at gestational 20

days in rat’s submandibular gland(×200).
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사진부도 ③

Fig. 25. PCNA immunoreactivity at 1 weeks after

birth in rat’s  submandibular gland(×200).

Fig. 26. PCNA immunoreactivity at 5 weeks after

birth in rat’s submandibular gland(×200).

Fig. 27. PCNA immunoreactivity at 12 weeks after

birth in rat’s submandibular gland (×200).

Fig. 28. PCNA immunoreactivity at  gestational 20

days in rat’s parotid gland(×200).

Fig. 29. PCNA immunoreactivity at 1 weeks after

birth in rat’s parotid gland(×200).

Fig. 30. PCNA immunoreactivity at 7 weeks after

birth in rat’s parotid gland(×200).
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사진부도 ④

Fig. 31. PCNA immunoreactivity at 12 weeks after

birth in rat’s parotid gland(×200).

Fig. 32. PCNA immunoreactivity at  gestational 20

days in rat’s tongue(×400).

Fig. 33. PCNA immunoreactivity at 1 weeks after

birth in rat’s tongue(×200).

Fig. 34. PCNA immunoreactivity at 7 weeks after

birth in rat’s tongue(×200).

Fig. 35. PCNA immunoreactivity at 12 weeks after

birth in rat’s tongue(×200).




