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옻추출물 처리에 의한 U937 세포에서의 특정 RNA 발현 양상
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Abstracts Differential display RT-PCR was used for screening the differentially expressed specific genes by Rhus
verniciflua extract treatment to U937 cell, human leukemic monocyte. As a result, 19 clones differentially expressed were
detected. Among the detected clones, one clone was confirmed to be over-expressed by R. verniciflua extract treatment in
Northern blot analysis. Nucleotide sequence of the clone showed 100% homology with H2A histone family member Z
gene. Therefore, it is concluded that the treatment of R. verniciflua extract to U937 cell specifically induces the expression
of H2A.Z gene but its role should be elucidated by future works.
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서 론

옻나무는 동북아시아에서 자라는 낙엽활엽 소교목으로 옻수액

은 옻칠이라 하여 도료 및 공업용으로 사용되었으며 한방에서는

구충, 복통, 통경, 변비, 빈혈 등의 약용 약재로 이용되어 왔다(1).

주요성분으로는 urushiol(55-70%), 고무질(4-8%), 질소함유물(2-3%),

효소와 수분(10-40%)와 플라보노이드(1-2%)로 구성되어 있다(2).

옻 성분의 대부분을 차지하는 물질인 urushiol은 피부를 통하

여 세포내부까지 이행되고 면역체계에 의해 대식세포를 활성화

시켜 접촉성 피부염을 일으키며 구강을 통한 섭취 시에도 혈류

로 이행하여 전신에 피부염을 유발할 수 있다. 그럼에도 불구하

고 옻은 항산화작용, 항암작용, 면역력 증진 작용 등이 알려져 있

어 한방과 민간에서 해열, 구충, 소염, 통경, 어혈, 폐결핵, 관절

염 등 광범위한 치료제로 사용되어 왔다(3). 특히, 옻에 존재하는

플라보노이드 성분들은 항산화 효과 뿐 아니라 항암, 간 보호, 항

균작용까지 알려져 있어 민간요법으로 이용되어지고 있다(4).

플라보노이드는 식물이 생산하는 색소체로서 동물에 섭취된 경

우, 항알레르기, 항염증생성, 항균작용 및 항암작용 관련된 기능

을 하는 것으로 많은 연구를 통해 보고되어지고 있다. 옻은 약 1

%의 플라보노이드 성분을 함유하고 있으며, 앞서 언급한 옻의 치

료제로서의 기능과 작용기작을 설명하기 위해 이들 성분에 대한

동정과 활성에 관한 연구가 비교적 활발하게 진행되고 있다. Lee

등(5)은 옻나무 에탄올 추출물은 항산화 활성을 가지고 있으며,

이 성분은 플라보노이드 유도체인 fustin, quercetin, buttein, sulfure-

tin이라고 보고하였다. Lim 등(6)은 옻나무 에탄올 추출물의 쥐 뇌

세포에 대한 항산화효과를 측정하였으며 당단백질이 항산화효과

를 나타낸다고 하였다. Kim 등(7)은 옻나무 에탄올 추출물로부터

항산화 활성 물질의 구조 동정을 실시하여 gallic acid, butin과

butein이 항산화 활성을 나타낸다고 하였다. Kim(8)은 옻나무 껍

질에서 분리한 항산화물질을 gallic acid로 동정하였으며 자궁암

세포인 HeLa 세포에 대하여 세포독성이 있다고 하였다. 또한, Lee

등(9)은 옻나무 에탄올 추출액을 인간의 림프종의 일종인 BJAB

와 Jurkat 세포에 처리하였을 때 apoptosis를 통한 세포 사멸을 유

도하는 것을 발견하였고, 이후의 연구(10)를 통해서 이 추출물 내

의 세포사멸 유도 물질을 protocatechuic acid, fustin, fisetin, sul-

furetin 및 butein 등의 플라보노이드 유도체로 동정하였다.

식품산업적인 측면에서는 이러한 우수한 천연물질의 추출물을

식품에 첨가하여 식품의 기능성과 소비를 높이려는 시도가 활발

히 진행되고 있다. Liang 등(11)은 옻을 급여한 한우육의 해동 후

냉장과정 중 품질에 미치는 영향을 조사하여 감량, 육색, TBARS,

표면육색소의 변화가 현저히 지연되어 품질이 향상되었다고 하

였다. Lee 등(5)은 옻 급여 돈육과 추출물로 제조한 유화형 소시

지의 품질비교 결과 옻 급여 돈육에 물을 첨가하여 제조한 소시

지가 저장 중 색깔이 가장 붉고 지방산화 및 단백질의 부패가 억

제되었으며 조직감이 단단하여 품질이 우수하였다고 하였다. Kim

등(12)은 무독화된 옻을 강정에 첨가하여 가온 저장시 품질 특성

을 조사한 결과, 식품의 지방산화를 억제할 수 있었다고 하였다. 

단핵구 U937 세포는 림프종이며, 다양한 요인에 대식세포로 발

전하고, 이후에 다시 거품세포로 전환되어 혈관벽에 흡찹되고 혈

관 내벽으로 침투하여 동맥경화를 일으키는 것으로 알려져 있다.
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또한 단핵구 세포로부터 유래한 성장인자들이 평활근세포의 이

동과 증식을 촉진시킴으로 동맥경화를 촉진시키기도 한다(13-16).

많은 연구에서 U937세포는 체외 단핵구 및 대식세포의 모델로

항암제 및 식품첨가물질들의 세포독성 효과를 검증하는 세포주

로 사용되고 있다(17-19).

따라서 본 연구에서는 항산화 및 항암 효과가 뛰어난 옻의 추

출물을 단핵구 U937 세포에 처리하여, 실험 처리구와 대조구 간

의 유전자 발현 양상을 differential display reverse transcriptase-

polymerase chain reaction(DDRT-PCR)을 통하여 비교 분석하였

다. 이를 통해 선별된 유전자의 기능을 고찰함으로써 옻 성분이

가지는 혈전생성 억제와 관련된 분자생물학적인 작용기작을 유

추해 보고자 하였다.

재료 및 방법

세포 배양방법

초순수 증류수에 RPMI-1640(Gibco BRL, Carlsbad, CA, USA)

를 녹이고, 10 mL/L penicillium, 10% FBS(fetal bovine serum,

Gibco BRL, Carlsbad, CA, USA)를 첨가하여 세포배양액으로 사

용하였다. 세포의 배양은 5% CO
2
로 조정된 배양기 내에서 1×105

cells/mL와 1×106 cells/mL 사이의 농도를 유지하여  37oC에서 배

양하였다.

옻추출물 처리

증류수와 에탄올로 상온에서 3일간 추출한 각각의 옻 추출액

은 거름종이로 걸러낸 후, 계대배양 후 24시간이 지난 세포에

0.1%(v/v)의 농도로 배지에 희석하여 처리하였다. 대조구에는 동

일 부피의 배지를 첨가하였다. 24시간 동안 처리한 세포를 RNA

추출에 사용하였다.

RNA 분리

옻추출물을 처리한 후 24시간 동안 배양한 세포는 원심분리하

여 배지와 분리하고, RNAZolB(Tel-TEST, Friendswood, TX,

USA)를 이용하여 전체 RNA를 추출하였다. 추출한 RNA의 염색

체 DNA를 제거하기 위하여 RNase-free DNase(Promega, Madi-

son, WI, USA)로 처리하고 이때 RNase 저해제인 RNasin

(Promega, Madison, WI, USA)을 첨가하여 RNA의 손상을 최소

화하였다. 즉, 전체 100 L의 반응 부피에 50 µg의 RNA, 10 units

의 RNase-free DNase, 10 L의 10ÞDNase 완충액를 혼합하여 37oC

에서 1시간 동안 반응시킨 후, 70oC에서 10 분간 방치하여 RNase-

free DNase의 활성을 실활시킨 후, 역전사(reverse transcription) 반

응에 사용하였다.

mRNA differential display

mRNA differential display는 Zhao 등(16)이 제시한 방법을 변

형하여 수행하였다. 기존의 DDRT-PCR 방법에서는 유리 α-35S-

dATP를 PCR 반응에 첨가하여 labelling하는 반면 본 실험에서는

임의의 프라이머의 5' 말단을 T4 polynucleotide kinase(Promega,

Madison, WI, USA)와 γ-32P-ATP(3000 Ci/mmole, Amersham

Bioscience, Piscataway, NJ, USA)를 이용하여 표지하였으며 이를

PCR 반응의 프라이머로 사용하였다. 프라이머의 표지 과정에서

사용된 T4 polynucleotide kinase는 65oC에서 20분간 처리하여 효

소의 활성을 불활성화시킨 후, 최종적으로 프라이머의 농도가 2 M

가 되게 희석하여 다음 반응에 첨가하였다.

프라이머

본 실험에 사용된 프라이머들은 Bioneer사(Daejeon, Korea)에서

합성하였으며, Table 1에서와 같이 기존의 방법(11)과는 다르게

mRNA의 3' 말단과 5' 말단에 결합하는 각 E1T
12

VN과 임의의 프

라이머들에 제한효소 자리를 포함하는 10 bp를 덧붙어 20-

mer(E2AP)가 되게 합성하였다(20).

First-strand 상보 DNA 합성

추출한 전체 RNA로부터의 첫 번째 상보 DNA 사슬은 다음의

역전사 반응을 통해 합성하였다. 분리한 전체 RNA를 3' anchored

프라이머와 Superscript II reverse transcriptase(Invitrogen, Carls-

bad, CA, USA)를 사용하여 42oC에서 반응시켰다. 70oC에서 10분

간 열처리하여 역전사효소를 불활성화 시킨 후 TE 완충액(10 mM

Tris-HCl, pH 8.0, 1 mM EDTA)에 희석하여 PCR 수행 시에 주형

으로 사용하였다.

상보 DNA 증폭

상보 DNA의 증폭은 역전사 반응에서 사용한 3' anchored 프

라이머와 한 종류의 5' 임의의 프라이머를 조합하여 각각의 PCR

을 수행하였다. PCR은 PCR용 튜브에 2 µL의 32P로 표지된 임의

의 프라이머(2 M), 2 µL의 3' anchored 프라이머(2 µM), 2 µL의

first strand 상보 DNA 주형을 먼저 넣고, 14 µL의 혼합용액[2 µL

의 10×PCR 완충액, 2 µL의 dNTP(20 µM), 0.2 µL의 Han-Taq

DNA 중합효소(Genenmed, Seoul, Korea), 9.8 µL의 2차 증류수]를

혼합하여 20 µL의 반응부피가 되게 하였다. 반응은 유전자 증폭

기(Perkin-Elmer, Waltham, MA, USA)에서 94oC에서 12분간

Han-Taq DNA 중합효소를 활성화시킨 후, 첫 cycle은 94oC 30초,

40oC 2분, 72oC 30초, 그리고 나머지 34 cycle은 94oC 30초,

60oC 2분, 72oC 30초의 순서로 PCR을 수행하고, 72oC에서 10분

간 신장 반응을 실시하였다.

옻추출물 처리에 의한 발현 차이를 나타내는 상보 DNA 선별

증폭된 상보 DNA 용액은 12 µL의 formaldehyde/EDTA/XC

(xylene cyanol FF)/BPB(bromophenol blue) 젤 로딩 완충액을 첨

가하고 75oC에서 5분간 중탕하여 PCR 반응액을 불활성화 시켰

Table 1. Primers used in DDRT-PCR

Primer Designed primers Restriction

3' anchored primer
E1T

12
MA CGGAATTCGGTTTTTTTTTTTMA EcoRI

E1T
12

MG CGGAATTCGGTTTTTTTTTTTMG EcoRI

5' arbitrary primer

E2AP2 CGTGAATTCGGACCGCTTGT EcoRI

E2AP3 CGTGAATTCGAGGTGACCGT EcoRI

E2AP4 CGTGAATTCGCTGATCCATG EcoRI

E2AP5 CGTGAATTCGCTTGATTGCC EcoRI
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으며, 이를 6% 변성 폴리아크릴아마이드 젤에 3 µL을 로딩하여

70 watt(≒1500 volts)에서 3시간 동안 전기영동 하였다. 전기영동

을 완료한 젤은 젤 건조기를 사용하여 2시간 동안 말린 후 −70oC

에서 X-ray 필름에 감광시켰다. 방사성 동위원소로 표지되어 증

폭된 상보 DNA들은 대조구와 시료 처리구의 밴드 양상을 상호

비교하여 강도에 차이를 나타내는 밴드를 선별하였다.

DDRT-PCR product 재증폭

옻 추출액 처리에 대하여 발현 차이를 보이는 상보 DNA에 대

한 밴드를 X-ray 필름을 통해 비교, 선별하고 DDRT-PCR 반응에

서 사용한 각각의 3' anchored 프라이머와 5' 임의의 프라이머 쌍

을 사용하여 해당 상보 DNA단편들을 재증폭하였다.

먼저, 선별한 밴드에 해당하는 상보 DNA 단편들을 DNA

sequencing 겔로부터 용출하기 위하여, X-ray 필름을 gel 상의

autoradiogram 표지와 정확히 일치시키고 날카로운 칼을 사용하

여 밴드부분의 아크릴아마이드 젤을 잘라내어 튜브로 옮긴 후,

100 µL의 물로 1시간 이상 재수화하여 15분간 끓였다.

상보 DNA를 재증폭하고 획득하기 위하여 다음과 같이 PCR

반응을 수행하였다. PCR 튜브에 5 µL의 3' anchored 프라이머

(2 µM), 5 µL의 5' 임의의 프라이머(2 µM), 10 µL의 상보 DNA 용

출액을 먼저 넣고 30 µL의 혼합용액[5 µL의 10×PCR 완충액, 1 µL

의 α-35P-dCTP, 5 µL의 dNTP(400 µM), 0.5 µL의 Han-Taq DNA

중합효소(10 units/L), 19.5 µL의 ddH
2
O]을 혼합한 후, 50 µL의 최

종 반응 부피에서 94oC에서 12분간 Han-Taq DNA 중합효소를 활

성화시킨 후, 94oC 30초, 60oC 2분, 72oC 1분으로 30 cycle을 진

행시키고 72oC에서 10분간 최종 신장 반응을 실시하였다. 증폭된

상보 DNA는 1.5% 아가로즈 젤 상에서 전기영동으로 확인하였다.

Reverse northern blot analysis

상기 전술한 바와 같이 발현 차이를 보여 재증폭한 상보 DNA

에 대한 유전자의 발현 차이를 재확인하기 위하여 reverse northern

blot 분석을 실시하였다. 일정량의 상보 DNA를 3개의 1.5% 아가

로즈 겔 상에 동일하게 전기영동하여 이 젤을 변성 용액(0.5 N

NaOH, 1.5 M NaCl)으로 2회에 걸쳐 20분간 처리하고 증류수로

세척한 후, 20×SSC(3 M NaCl, 0.46 M sodium citrate, pH 7.0)로

20분간 처리하고 N+-nylon membrane(Amersham Bioscience)에 이

동시켰다. 이 한 쌍의 membrane들을 6×SSC로 한번 씻어주고

3 MM 종이 위에서 5분간 건조시킨 후, UV 고정기를 이용하여

120 mJ/cm2의 에너지를 가해 상보 DNA를 membrane에 더욱 고

정시켰다. 건조시킨 membrane을 Express-Hyb(Clontech, Moutain

View, CA, USA) 용액으로 60oC에서 2시간 이상 전처리하고 아

래와 같이 준비한 32P-표지된 프로브를 12시간 동안 접착하였다.

접착 후, membrane 세척은 2×SSC, 0.1 % SDS로 상온에서 20분

간 2회, 그리고 0.2×SSC, 0.1% SDS로 50oC에서 20분간 2회에

걸쳐 수행하였다.

Reverse northern blot 분석을 위한 프로브는 대조군과 시료 처

리군에서 추출한 전체 RNA를 역전사 반응을 이용하여 first strand

상보 DNA를 합성한 후, 이중가닥 상보 DNA를 제조할 때 second

strand를 α-35P-dCTP로 표지하여 사용하였다. 전술한 바와 같이,

역전사 반응을 이용한 first strand 상보 DNA 합성에서 전체 RNA

는 10 µg으로, 3' 프라이머로는 1 µL의 oligo(dT)
12-18

(500 µg/mL)를

사용하고 다른 반응 조건은 동일하게 하여 first strand 상보 DNA

를 합성하였다. 이 반응액 20 µL에 6 µL의 High prime DNA

labeling kit(Bohringer Mannheim, Ingelheim, Germany)과 4 µL의

α-35P-dCTP를 혼합하고 37oC에서 1시간 동안 반응시켰다. 이 반

응물을 Sephadex G-50 컬럼에 적용시켜 free α-35P-dCTP를 제거

하고 동일한 방사능량의 프로브로 접착을 수행하였다.

Sequence analysis of 3-3 clone

3-3 클론을 PCR 생성물 클로닝 벡터인 pGEM-T easy vector

(Promega)에 클로닝하여 염기서열을 분석하였다.

결과 및 고찰

옻추출물 처리에 의한 발현 차이를 나타내는 상보 DNA 선별

옻은 옻나무에서 추출한 수액을 가르키는 말이며, 공예품에 사

용되거나 식품 또는 한약 재료로 사용되는 등 그 쓰임새가 다양

한 것으로 알려져 있다. 특히 옻나무 또는 옻의 수액을 식품이나

약품에 첨가하여 복용하는 등의 민간요법이 현재까지도 전해져

내려오고 있다. 본 연구에서는 특히 옻이 가지는 질병치료의 기

능에 초점을 맞추고, 이를 위해서 혈액으로부터 유래한 단핵구인

U937을 옻 추출물을 처리할 세포주로 선택하였는데, 이 세포는

림프종이며, 다양한 요인에 대식세포(macrophage)로 발전하고, 이

후에 다시 거품세포로 전환되어 혈관벽에 흡찹되고 혈관 내벽으

로 침투하여 동맥경화를 일으키는 것으로 알려져 있다. 또한 단

핵구 세포로부터 유래한 성장인자들이 평활근세포의 이동과 증

식을 촉진시킴으로 동맥경화를 촉진시키기도 한다(13-16). 많은

연구에서 U937세포는 체외 단핵구 및 대식세포의 모델로 항암제

및 식품첨가물질들의 세포독성 효과를 검증하는 세포주로 사용

되고 있다(17-19). 따라서 본 단핵구의 옻 추출액 처리에 대한 유

전자 발현양상을 분석한다면, 옻 추출물 처리에 의한 단핵구 세

포 사멸, 혹은 세포 전환을 일으키는 작용기작에 대한 유추를 가

능하게 할 것으로 생각되어 진다. 세포에 처리할 옻 추출물은 두

가지 다른 방법, 즉 열수추출과 에탄올 추출을 통하여 준비하였

다. 각 옻 추출물은 용매를 대조구로 하여 세포주인 U937에 세

포독성을 일으키지 않을 정도의 농도를 정하고, 이에 맞게 희석

하여 세포에 처리한 후 24시간 배양하였고, 이후 세포를 회수하

여 전체 RNA를 추출하여 DDRT-PCR을 실시하였다. 우선 각 샘

플로부터 옻 추출물에 의해서 다르게 발현되어진 mRNA를 선별

하기 위한 DDRT-PCR을 수행하기 위해, Table 1에 표시한 동위

원소로 표지된 두 가지 다른 3' anchored 프라이머를 이용하여 주

형으로 쓰일 상보 DNA를 합성한 후, 다시 Table 1에 나타난 두

가지 3' anchored 프라이머와 5' 임의의 프라이머를 각기 다르게

조합해 PCR을 수행하였다. 이후에 얻은 PCR 결과물은 6% 변성

폴리아크릴아마이드 젤에 전기영동하고 그 결과를 Fig. 1에 나타

내었다.

각 패널 (A), (B), (C) 그리고 (D) 는 E2AP2, E2AP3, E2AP4,

E2AP5을 5' 임의의 프라이머로 사용하고, 그림의 위에 표시된 대

로 왼쪽은 E1T
12

MA을 오른쪽은 E1T
12

MG을 3' anchored 프라이

머로 이용하여 PCR한 것을 젤에 전개한 결과이다.

옻추출물 처리에 의한 발현 차이를 나타내는 상보 DNA 선별

Fig. 1에 나타낸 PCR 생산물의 전개된 양상을 대조구와 비교

하고, 서로 다른 발현 양상을 보이는 PCR 결과물을 4-5개씩 선

별하여 모두 19개의 밴드를 선별하였다. 이 선별된 상보 DNA을

확보하고 염기서열을 분석하기 위해, 각 선별된 상보 DNA 밴드

를 건조한 젤로부터 오려내어 수화시켜 상보 DNA를 회수하고

이를 다시 최초 PCR 반응에 사용했던 3' 및 5' 프라이머를 이용

하여 PCR을 통해 증폭하였으며, 그 결과를 Fig. 2에 나타내었다.

회수된 샘플은 5' 임의의 프라이머의 이름 끝에 오는 숫자에 따
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라 각각 2-, 3-, 4- 혹은 5-로 명명하였다. 각 PCR 결과물은 최초

회수된 상보 DNA의 양에 따라 증폭량의 양적인 차이를 나타내

기는 하지만, 각 밴드들의 상대적인 크기 등을 비교해 볼 때, 실

제로 건조된 겔로부터 목적한 상보 DNA들이 회수되어 증폭되었

음을 확인할 수 있었다.

Reverse northern blot 분석

본 연구에서 사용된 DDRT-PCR 방법은 실험 처리구 사이의

유전자 발현 양상을 비교하여 다른 양상을 나타내는 밴드를 선

별하고 직접 회수하여 그 유전자를 확인할 수 있다는 장점을 가

지나, 그 결과의 정확성을 더하기 위해서는 다음과 같은 검증과

정이 필수적이다. 따라서 이상의 실험을 통해 선별된 19개의 유

전자들이 실제로 옻 추출물에 의해서 선행 실험과 동일한 발현

양상을 보이는지 확인하기 위해서 reverse northern blot을 실시하

였다. 이는 선별된 유전자를 젤에 전개하고, 옻 추출물을 처리한

세포주로부터 추출한 RNA를 표지 프로브로 이용하여 목적 유전

자의 발현양상을 재확인하는 방법이다. 각 선별된 유전자를 전개

한 동일한 3개의 membrane을 준비하여 각각 대조구와 옻의 열

수추출액 및 에탄올 추출액을 처리한 세포주로부터 분리한 RNA

를 실험 및 방법에 기술한 바와 같이 동위원소로 표지하여 reverse

northern blot을 실시하였다. 그 결과, 19개의 선별된 상보 DNA

들 중 3-3에서만 가능성을 확인하여 이를 이전의 실험과 비교,

분석하였다(Fig. 3). 3-3 클론은 E1T
12

MG를 3' anchored 프라이머

로 E5AP2를 5' 임의의 프라이머로 하여 DDRT-PCR을 수행한 결

과로 얻은 샘플을 젤에 전기 영동했을 때 옻의 열수추출물을 처

리한 세포에서 대조구와 비교해 볼 때, 발현이 감소되는 양상을

보여 선택되었으며, reverse northern blot 결과도 대조구 및 옻의

에탄올 추출물 처리구보다 옻의 열수추출물 처리구에서 약간 밴

드의 강도가 약해지는 양상을 나타내었다.

Fig. 1. Differential display of mRNA from U937 treated with

Rhus verniciflus extract. Total RNA were extracted from U937
cells treated with or without Rhus verniciflus extract for 24 hours.
cDNA prepared by reverse transcription were used as template
amplified in DDRT-PCR with 5'-arbitrary primer and 3'-anchored
primer. PCR product were loaded on 6% denaturing polyacrylamide
gel, dried, and exposed to X-ray film. (A)-(D) were the results of
DDRT-PCR using E2AP2, E2AP3, E2AP4, and E2AP5 as 5'-
arbitrary primer, respectively. C, control; W, U937 treated with water
extract of Rhus verniciflus; E, U937 treated with EtOH extract of
Rhus verniciflus

Fig. 2. Reamplification of the clones which are selected in DDRT-

PCR. A is the results of reamplified DDRT-PCR product with
E1T

12
MA as 3' primer and 5'-arbitrary primer using cDNA prepared

by rehydration of gel fragment as template. B is the results of
reamplified DDRT-PCR product with E1T

12
MG as 3' primer and 5'-

arbitrary primer using cDNA prepared by rehydration of gel
fragment as template. 

Fig. 3. Reverse northern blot analysis. Total RNA were extracted
from U937 cells treated with or without Rhus verniciflus extract for
24 hours and labeled with radio-isotope as described in Materials
and Methods and used as probe in reverse northern blot analysis. A
is the results of reverse northern blot analysis using RNA extracted
from control U937 cell as probe. B is the results of reverse northern
blot analysis using RNA extracted from control U937 cell treated
with EtOH extract of Rhus verniciflusas as probe. C is the results of
reverse northern blot analysis using RNA extracted from control
U937 cell treated with water extract of Rhus verniciflusas as probe.
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3-3 clone의 서열분석

이상의 DDRT-PCR과 reverse northern blot 실험을 통해 단핵구

U937 세포에서 옻의 열수추출물 처리에 의해 발현이 감소되는

3-3 클론을 확보하였으며, 이 유전자의 염기서열을 분석하고, 세

포 내에서의 기능을 알아보기 위해 해당 유전자의 산물을 pGEM-

T easy vector에 클로닝하여 염기서열을 분석, 그 결과를 Fig. 4

에 나타내었다. 분석된 3-3 유전자의 염기서열은 NCBI에서 제공

하는 blast program을 이용해 분석하였다. 그 결과, 3-3 유전자는

사람의 histone family에 속하는 H2A의 member Z와 100%의 동

일성을 나타내었다. H2A.Z는 4종의 core histone(H2A, H2B, H3

and H4) 중 H2A에 속해있는 단백질로서 효모에서는 세포 주기

를 조절하는 기능이 있는 것으로 알려져 있다(21).

사람에서 H2A.Z은 RNA 중합효소 II와 TATA-결합 단백질이

GAL1-10 프로모터에 결합되는 것에 관여하는데 이는 이 유전자

의 산물이 일련의 유전자들의 발현을 조절한다는 것을 의미할 뿐

만 아니라(22), 외부의 자극에 의해서 활성이 조절되는 발현조절

인자들의 목적 유전자로의 결합을 조절하여 외부 자극이나 세포

주기에 따른 유전자 발현을 조절하는 중요한 역할을 수행하고 있

는 것을 의미한다(23). 따라서 옻의 열수추출물의 어떤 성분이 단

핵구인 U937의 H2A.Z의 발현을 억제함으로써 관련 유전자의 발

현, 세포 주기, 분화 및 사멸을 조절하는 등의 역할을 할 수 있

을 것으로 생각되어진다. 차후 본 연구를 바탕으로 옻의 열수추

출물 특정 물질에 대한 탐구 및 발견된 유전자 발현 조절에 의

한 세포사멸 기작에 대한 연구가 필요하다고 판단되었다.

요 약

사람의 혈액 내의 단핵구 U937을 모델시스템으로 이용하여 옻

추출물 처리에 의해 발현이 조절되는 특정 유전자를 탐색하였다

. DDRT-PCR을 이용하여 옻 추출물 처리 시 발현이 감소되는 클

론을 하나 얻을 수 있었으며 이를 클로닝하고 염기서열 분석을

실시하였다. 그 결과 얻어진 유전자는 H2A histone family의

member Z와 100% 유사성이 있는 것으로 나타났다. 이 단백질은

특정 조건 하에서 특정한 유전자 발현을 증가시키는 역할을 하

는 것으로 보고되고 있으나, 보다 정확한 작용기작을 알아내기

위해서는 유전자 관계 파악을 위하여 향후 계속적인 연구가 필

요함을 알 수 있었다.
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