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Abstract:1)Some computational approaches are needed for 
clarifying RNAi sequences, because it takes much time and 
endeavor that almost of RNAi sequences are verified by 
experimental data. Incorrectness of RNAi mechanism and 
other unaware factors in organism system are frequently 
faced with questions regarding potential use of RNAi as 
therapeutic applications. Our massive parallelized pair 
alignment scoring between dsRNA in Genebank and expressed 
sequence tags (ESTs) in Caenorhabditis elegans Genome 
Sequencing Projects revealed that this provides a useful tool 
for the prediction of RNAi induced cosuppression details for 
practical use. This pair alignment scoring method using high 
performance computing exhibited some possibility that 
numerous unwanted gene silencing and cosuppression exist 
even at high matching scores each other. The classifying 
the relative higher matching score of them based on GO 
(Gene Ontology) system could present mapping dsRNA of 
C. elegans and functional roles in an applied system. Our 
prediction also exhibited that more than 78% of the predicted 
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co-suppressible genes are located in the ribosomal spot of 
C. elegans. 
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1. 서론

생체 내 단백질 발현은 다양한 방법으로 억제 가능하다. 발
현억제 양상은 전사과정중 발현억제 (transcriptional gene 
silencing: TGS)와 전사후 발현억제 (post-transcriptional gene 
silencing: PTGS)로 크게 나뉘어진다 [1]. TGS는 DNA로
부터 mRNA가 전사되지 않음으로써 silencing을 일으키는 
현상으로 유전자의 메칠화 반응이나 크로마틴의 구조변화 등
이 관여한다. PTGS경우 전사과정에는 특이적 현상이 일어
나지 않지만, mRNA가 특정원인에 의해 분해되거나 또는 
번역이 저해됨으로써 유전자 발현이 억제되는 현상이다. RNA
간섭효과 (RNA interference, RNAi)는 PTGS현상으로 구분
되며 dsRNA에 의해 서열 특이적으로 mRNA가 분해되어 
단백질 발현이 억제하는 현상이다 [2,3]. 1998년 Fire등의 
실험에서 이쁜꼬마선충 (Caenorhabditis elegans)에 이중나
선 RNA (double-stranded RNA 혹은 dsRNA)들을 주입하
여 서열특이적인 유전자 발현억제가 유발되는 유전자 침묵 
(silencing)효과가 처음 발견된 이후 다양한 방법을 통하여 수
많은 RNAi관련 실험이 진행되었다 [4-7]. 본 연구에서 모델 
시스템으로 선충 C. elegans RNAi를 선정한 이유도 바로 이
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와 같은 선행연구와 후속연구들에 의하여 RNAi현상에 대한 
풍부한 실험데이터가 축적되어 있기 때문이다.
  RNAi는 몇 가지 특이적인 분자생물학적 특징을 갖는다. 
RNAi는 서열에 매우 의존적이며 그 길이에 매우 민감하게 
작용한다 [8,9]. 또한 RNAi현상은 mRNA의 프로모터나 인트
론 서열에 silencing을 일으키지 않는 점도 중요한 특징이다. 
21-23개 염기의 RNA가 타겟 서열 인식을 위한 최소한의 RNA 
서열크기로 기능하고 있는 것이 밝혀졌고, 화학적으로 합성
된 21-23서열의 dsRNA또한 타겟 mRNA를 절단 가능한 것
이 증명되었다 [10]. 이 최소한의 염기서열을 지니는 dsRNA
는 RNAi현상에 매우 중요한 요소 중 하나인 siRNA (short 
interfering RNA)라 명명되었다. siRNA는 서열특이성이 
매우 높게 나타났고, 이 현상은 RNAi에서 가장 중요한 특징
중의 하나이다. 그러나 문제는 RNAi현상이 서열특이적으
로 알려져 있음에도 불구하고, 목표 유전자와 서열이 매우 
유사할 경우 내재 유전자들과의 원치 않는 공동발현억제 
(cosuppression)를 보여주는 현상을 꼽을 수 있다 [11,12]. 따
라서 비특이적 대상체와의 결합이 유발되기에 어느 서열정보
를 이용하는 것이 보다 효율적인 발현억제가 될 수 있는지는 
여전히 미지수다. 또한 서열이 목표유전자와 100% 일치되게 
설계된 siRNA라 할지라도 대부분이 실험을 통하여 확인해 
보지 않는 한 그 효과를 장담할 수가 없다.
  이에 대한 선 예측을 위하여 BLAST 검색과 같은 대상 생물
체의 유전체 (genome) 정보를 이용하는 방법이 생물정보학
적으로 일부 이용되고 있는 실정이지만 [13-15], 이의 직접적
인 이용은 서열 분석기법의 한계로 인하여 극히 제한적이다. 
가장 큰 문제점으로는, 일반적으로 사용되는 유전체 서열정보
에는 비 정제된 발현부위와 인트론, 그리고 UTR (untranslated 
region) 영역들이 저장되어 있기에 BLAST 탐색 등을 이용
하는 in silico 서열 유사도 분석 과정중에 많은 시행착오를 
불러일으킨다. 진핵생물의 경우 빈번한 유전자 스플라이싱이 
유발되어 유전체 수준에서의 탐색 효율성이 급격히 저하된다. 
또한 전체 유전자들을 일일이 수작업을 통하여 발현 부위만 
이용 하더라도, BLAST검색은 갭 (gap)을 허용하지 않아 탐
색시 간과되는 서열들이 상당수 존재한다 [16]. 최근 갭을 허용
하는 BLAST 2.0이 사용되는 경우도 원천적인 워드탐색 문제
로 인하여 명확한 결과를 얻기가 어려운 실정이다. 이처럼 
RNAi 설계작업중에 전체 유전자 규모의 서열 유사도 탐색
을 우선시 하는 가장 주된 이유중의 하나는, 목표 유전자 외
에 타 유전자와의 서열 유사성 문제가 발생될 경우 원치않는 
공동발현억제가 발생되기 때문이다. 이러한 문제점을 해결하
기 위하여 RNAi 설계시 목표 유전자 부위를 여러 부분으로 
나누어 제작하고 있는 실정이다. 또한 동일한 유전정보를 지닌 
siRNA에도 불구하고 대상체에 따라 달리 적용 될 수 있다. 
  RNAi의 작동 메커니즘은 Fig. 1에 나타내었다. 헤어핀 
(hairpin)을 포함하는 긴 이중가닥인 dsRNA가 두 분자체로 
구성된 dicer라고 하는 절단효소에 의해 절단되어 21-23개의 
서열로 구성되는 siRNA를 형성하는 것으로부터 시작한다. 
이는 긴 서열을 제외하고는 하등생물이나 포유동물 모두에 
공통적으로 작용하는 것으로 알려져 있으며, mRNA분해와 
발현억제 (translation suppression)는 공통적으로 동일 조절경

로상에 존재하는 것으로 알려져 있다. 이 절단효소는 RNaseIII 
family에 속하며 다섯 개의 도메인으로 구성되어 있다. Dicer
의 기능은 현재까지 확실하게 알려진 것이 없지만, dsRNA를 
절단하는데 매우 중요한 효소로 인식되고 있다. 이후 siRNA
는 다중결합체인 RISC (RNA-induced silencing complex)와 
결합하여 RNAi silencing복합체를 형성하고 RISC의 ATP
에 의해 활성을 띠게 된다. RNAi silencing 복합체는 특정 
mRNA의 상보성 (antisense)결합체로서 대상 유전자의 상보
적 단백질 코딩영역에 작동하게 되고 결국 타겟 mRNA 기능
을 정지시킴으로써 유전자 발현을 억제시킨다. 따라서, 이의 
작동은 dsRNA와 mRNA간의 상보적 염기서열들의 유사성 
정보에 의하여 결정된다. 서열 유사도 점수가 100% 동일한 
경우는 mRNA가 분해되며 90% 이상 상보적인 경우 mRNA
분해는 없으나 발현을 억제한다고 알려져 있다 [17].

Fig. 1. An overview of RNA interference (RNAi) mechanism. Double- 
stranded RNA directs the cleavage of mRNA at 21 to 23 nt by a 
dicer and which also affects unwanted cosuppression of other proteins. 
This study suggests all-to-all pairwise alignments of desired RNA 
and EST sequences in order to predict ab initio gene cosuppression.
  
  본 연구의 목적은 앞서 언급된 유전체 수준에서의 탐색이 
지닌 한계점을 극복하기 위한 것이다. 수많은 실험들을 통하
여 이미 알려진 C. elegans RNAi 서열들과 mRNA의 부분
단편들로 구성된 전사체 (EST, expression sequence tag)서
열 사이에 다중서열정렬 (MSA) 연산도구을 이용하여 상보
적 서열유사도 값을 계산하는 것이다. 이를 통하여 목표 유전
자의 발현억제 서열정보가 다른 원치않는 mRNA들의 발현
을 억제하는지에 대하여 조사하고, 전체 세포수준까지 확장
된 공동발현억제 현상을 확인하는 것이다. 궁극적으로는, 
RNA 간섭효과가 원하는 목표유전자에만 선별적으로 가능하
게끔 인위적 설계가 가능케 하고, 공동발현억제가 가장 빈번
히 발생되는 유전자 서열들을 선별하여 유전자온톨로지 (GO, 
Gene Ontology) 기준에 맞추어 이들 분자적 기능에 따라 전체
적인 작동 양상을 맵핑하는 것이다. 이를 통하여 기존의 유전
체 수준에서의 BLAST검색에서 제시하지 못한 보다 직접적
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인 RNAi현상을 구현 가능할 뿐만 아니라, 이들 빈번한 공동
발현억제 유전자군의 상세한 위치 판독, 세포 수준에서의 치명
성, 분자적 수준까지 확장하여 목표 유전자의 기능 예측이 가능
케 하는 것이다.

2. 재료 및 방법

2.1. 다중서열정렬 연산도구를 이용한 RNAi 표적서열 검색 
우선 세포내 C. elegans의 전사체인 EST와 dsRNA사이의 
다중서열정렬을 수행하기 위해 검색하고자 하는 문자열 혹
은 서열을 두 개씩 짝지어 쌍정렬을 수행하고 이들 사이에 
가장 연관도가 높은 공통서열들을 뽑아내었다. 이를 위하여 
동적 프로그래밍 기법중의 하나인 Smith-Waterman 알고리즘
을 이용하였다 [18]. 이 알고리즘은 서열유사도 (sequence 
similarity) 점수화에 가장 높은 민감도를 보여준다. 두 비
교서열들의 유사도 측정은 정확하게 수치화가 가능하지만 
과도한 정확도로 인하여 연산지연이 발생되는 문제를 해결
하기 위하여 task que와 병렬 작업 로드밸런싱용 인터럽트
가 가능토록 코딩된 ClustalXeed 버전을 사용하였다 [19]. 
이는, 입력화일에 처리할 업무가 있다면 이를 FIFO 방식으
로 나누어 작업량의 손실없이 실시간 처리가능한 인텔리전트 
로드 밸런싱 알고리즘으로 기존 병렬연산에서의 단점을 보완
한 프로그램이다.

2.2. 고속 대용량 연산 클러스터 구축 
총 50개의 듀얼 Opteron 코어 (64 bit)와 기가비트 (Gigabit)
로 연결된 클러스터 시스템, 병렬연산이 가능한 Clustalxeed 
프로그램 코드를 일부 변경하여 구축하였다. 본 실험에 사용
된 병렬연산 클러스터 장비는 서버단계와 클라이언트단계로 
나누어 구현되었다. 여기에서 서버는 각 노드의 관리와 운영
을 담당하는 마스터노드를 말하고, 클라이언트는 마스터 
노드의 관리에 따라 계산작업을 수행하게 되는 계산노드를 
말한다. 마스터노드에는 리눅스 운영체제와 각 계산노드에 
분산될 dhcpd, tftpd, nfsd 등의 각 서비스 daemon을 설치
하였다 [20-24]. 각 연산노드에서 사용하게 될 네트워크 파일
시스템, 클러스터의 관리와 로드밸런싱 등의 성능향상을 위한 
openmosix [25]가 패치되어 있는 리눅스 커널과 동기종간 
병렬처리를 지원하는 MPI (message passing interface)관련 
응용프램인 mpich [26]가 설치되었다. 각 클라이언트에
서 사용될 운영체제 및 파일시스템은 실제 서버의 /tftpboot 
디렉토리에 설치되었다.

2.3. dsRNA 서열과 발현단편 라이브러리
생체내 (in vivo) RNA 간섭현상을 예측하기 위해 RNA 간섭
현상을 일으키는 근본이 되는 dsRNA의 서열과 ESTs간의 
쌍정렬을 수행하였다. 이를 위하여 모델 시스템으로 현재까
지 RNAi 관련 프로젝트 가운데 가장 먼저 데이터베이스화 
된 선충 C. elegans 내재 서열을 대상으로 발현단편을 통한 
RNAi 분석 가능성을 예측해 보았다. C.elegans의 dsRNA 
서열은 GeneBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)에서 검색을 

통하여 모두 475개의 dsRNA서열을 다운로드 받았다. 이 서열 
중 가장 긴 서열의 길이가 1193931 bp이고, 가장 짧은 서열의 
길이가 71 bp이다. 모든 서열의 평균길이는 4227.76 bp이다. 
  C. elegans의 전사체인 발현단편 (EST) 서열들은 Caenorhaditis 
Genome Sequencing Projects 데이터 베이스를 통하여 다운
로드 받았다. Serolis (ver. 1.2.0.7)를 이용한 dot-plot기법을 
통하여 EST 데이터베이스 내의 중복서열들을 제거하였다 [27]. 
중복성이 제거된 발현 단편은 190247개의 서열이며, 가장 긴 
서열의 길이가 985 bp, 가장 짧은 서열의 길이 12 bp, 평균서
열의 길이가 438 bp이다. 총 쌍정렬 서열연산에 소요되는 시간
복잡도 은 다음과 같이 표현될 수 있다 [28].
  여기서 n은 총 서열의 수, 는 i번째 서열의 길이를 의미
한다. 순환관계 합은 2n + 1로 귀결이 되며, 시간의 복잡성만 
고려할 때 2.5 GHz 이상의 클럭 주파수를 가지는 i86x급 
싱글 PC 베이스로 최소한 364일 이상의 연산시간이 소요됨
을 알 수 있다. 본연구에 사용된 ClustalXeed 분산 알고리즘
과 50 × CPU클러스터 시스템이 적용될 경우, 병렬화에 따른 
스칼라화 (scalability) 지수가 1.4 정도로 측정되며 시간 복잡
도에 의한 연산시간은 최종 14일 정도로 줄어들 수 있음을 
알 수 있으며, 실제 연산시간도 비슷하게 소요되었다.

2.4. 연산 매개변수 추정 및 쌍정렬 점수 획득
대상으로는 dsRNA와 EST간의 서열일치도 결과값이 이용
되었으며 전역정렬 (global alignment)에서 필요로 하는 SP 
(sum of pairs) 점수는 제외시켰다. 이유는 다중정렬을 통한 
서열간 클래스 형성과는 달리, 단지 dsRNA와 ESTs간의 
서열정렬 점수만을 필요로 하는 본 실험에서는 불필요한 
과정이기 때문이다. 유전자 삽입 (insert), 삭제 (delete)에 의
하여 발생되는 서열 매트릭스의 개별 점수화를 위하여 본 
연구에서는 Smith-Waterman 알고리즘에 사용된 갭 벌점 (gap 
penalty) 값을 (-14, -4)로 적용하여 쌍정렬값 연산을 수행하
였다. 첫번째 수치는 처음 발생되는 갭에 대하여, 두 번째는 
연속적인 갭 발생에 대한 감점치를 부여한 것이다. 이는 EST
와 같이 매우 짧은 단편화된 서열들에 대하여 합리적인 수준
하에서 결정된 값이다. 다중서열정렬 점수분석을 위하여 생성
된 RNAi와 EST의 다대다 (m：n) 매트릭스는 총 1억3천7백
만 쌍으로 전체 매트릭스의 서열정렬에 소요된 CPU시간은 
약 1.92 × 104 sec 정도가 되었다.

3. 결과 및 고찰 

RNAi와 전사체 발현단편군 사이의 표적서열 일치도 점수
결과를 살펴보면 전체 쌍정렬 매트릭스의 평균 서열유사도 
스코어는 6.12%로 나타났고, 이중 85% 이상의 일치서열을 
보여주는 매트릭스는 전체서열 조합속에서 불과 0.0046%
인 것으로 나타났다. 이는 RNA간섭현상뿐만 아니라 비특이
적 결합에 따른 발현 억제까지도 고려할 때 완전 서열일치도
를 보여주는 21개의 연속된 염기서열이 다른 mRNA서열들
에 대해서도 유의적인 수준으로 비특이적 단백질발현 방해 
(혹은 억제)가 가능한 범주안에 속하는 값이다. 이보다 더 
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높은 90%에서 100% 범위에서는 dsRNA가 목표 mRNA에 
대하여 발현을 억제할 수 있는 수준을 넘어 RNAi현상까지 
가능하다. 서열유사도점수가 85% 이상을 보이는 EST서열
들은 총 6348개이며, 90% 이상은 6308개이다. 이 결과를 
종합하면 크게 두 가지의 상반된 의미로 해석될 수 있다. 우선 
in vivo에서 RNAi현상이 발생될 수 있는 확률에 대하여 매우 
긍정적으로 해석이 가능하다는 것이다. 일반적으로 dicer에 
의해 21-23개의 염기서열이 siRNA로 생성되어 RNAi현상
을 일으킨다는 관점에서 보면 dsRNA와 ESTs사이의 전체
평균 서열유사도 점수가 6.12%의 상동성을 가진다는 것은 
이 실험에 사용된 전체 dsRNA의 평균서열길이가 약 4228 bp
이므로 이중 최소한 259 bp가 확률적으로 ESTs와 상동성을 
보인다는 점이다. 따라서 서열일치도의 연속성을 고려하지 
않는다는 전제하에서 본 결과는 생체내에서 RNAi현상이 일
어날 수 있는 확률이 다소 존재한다고 예측할 수 있다. 그
러나 dsRNA의 어느 부분이 dicer에 의해 siRNA로 만들어
지는지 전혀 예측할 수 없는 상황에서 앞의 예측은 맞지 않
다. 실험에 사용된 475개의 dsRNA와 190247개의 ESTs 사이
에 1：1 쌍대칭정렬 서열유사도 점수가 평균 6.12%로 계산
된 것과 대비되어 100%의 상동성을 보이는 서열들은 전체 
EST중 단지 0.0015% (Fig. 2)만 존재한다. 이는 mRNA와 
siRNA-RISC복합체간의 결합을 조절하는 작동기구만을 고려
한다면 사용된 dsRNA가내재 유전자 서열들과의 중복도가 
그리 높지 않음을 보여주는 것 같지만, 하나의 dsRNA라도 
최소한 서너개의 내재된 EST들과 일치하고 있기에 목표 
유전자 서열과 100% 일치된 유전자가 주입되더라도 매우 
안정적인 RNAi현상을 얻을 수 있으리라는 보장이 될 수 
없음을 시사한다.

Fig. 2. The calculated matching scores of all-to-all pairwise sequence 
comparisons between 475 dsRNA and 190247 C.elegans ESTs. 
The generated numbers of pair matrices are 136694858 and the 
averaged total pairalign similarity score is 6.12 %. 

  다음에 수행된 실험으로는 dsRNA서열들과 ESTs 사이에 
서열유사도가 90% 이상인 6308개의 쌍정렬 매트릭스만을 
추출 및 분리하여, 공동발현억제 유발 후보군에 대한 정보
획득 및 이들의 생체내 주요 분자적 기능들에 대한 분석이
다. 비 특이적 공동발현억제가 유발되는 분자적 기능을 가진 

dsRNA들에 대하여 유전자온톨로지 (GO) 분류기준에 따라 
기준하여 클러스터 맵핑을 시도해 보았다. GOC (The Gene 
Ontology Consortium)는 functional biology 판독에 필수적
인 요소인 controlled vocabulary를 체계적으로 정리하였으
며 유전자 혹은 단백질의 기능적 분류기준을 판독할 수 있는 
근간의 제시한다. GO에는 분자적 기능 (molecular function), 
세포구성체 (cellular component), 생물학적 과정 (biological 
processing)과 같은 세 가지의 최상위 분류기준이 존재하며, 
본 연구에서는 우선 분자적 기능에 맞추어 맵핑을 수행하고
자 하였다. 다른 카테고리와 중첩이 되는 dsRNA는 GO에서 
제시하는 ‘molecular function’의 기준에 따라 재 분류를 
하였다. GO mapping은 GO데이터베이스에서 BLAST 검색
을 통해 상동성별로 GO를 예측할 수 있도록 만들어진 인터
넷 사이트인 GoFigure의 GO 분류 도구를 사용하여 수행
하였다 [29,30].
  비특이적 공동억제유발이 예상되는 6308개의 C. elegans 
EST서열들에 대한 GO 맵핑 결과는 Table 1에 나타나 있다. 
구조적분자활성 (structural molecule activity, 36%), 결합관
련 (binding, 25%), 촉매활성 (catalytic activity, 17%), 운송
체활성 (transporter activity, 5%), 사용하지 않거나 퇴화된 
분자기능 (obsolete molecular function, 3%) 순으로 분류되
었으며 유전자온톨로지 분자기능의 어느 분류범주에도 포함
되지 않는 서열들이 11%로 분류되었다. 본 결과를 통하여 
매우 중요한 사실을 확인 가능하였는데 구조적분자활성, 결
합, 촉매활성 기능과 관련된 서열이 전체 비특이적 공동발현
억제의 78%를 차지하고 있으며, in vivo에서 RNAi에 의한 
비특이적 공동발현억제가 이 세 기능에 집중되어 있는 것
을 알 수 있다. 특히 구조적분자활성 관련 유전자중 리보솜 
(ribosome) 구성체에 관한 발현단편 유전자들이 전체 6803개
의 매칭 유전자중 무려 2050개나 차지하였다. 즉, 가장 정교
하게 특정서열만을 지니는 dsRNA 설계를 통하더라도 많은 
수의 서열들이 바로 이 리보솜 구성체 유전자와 원치않는 
서열 특이적 공동발현억제를 유발할 가능성이 매우 높다는 
점이다. 이는 과거 RNAi 실험결과들에서 보여주듯이 대다수
의 원치않는 공동발현억제가 치명적인 세포사멸 (death)을 
유도하는 이유에 대한 중요한 해답이 될 수 있다. 리보솜 구
성체 유전자중에서도 알집 (ovary)에 연관된 유전자는 전체 
70% 이상을 차지하였다. 이러한 결과들은 RNAi현상이 생물의 
발생 (development)에도 매우 밀접한 관계를 갖고 있다는 것을 
보여줄 뿐만 아니라 [31], Tijsterman과 그 동료들에 의하여 
이쁜꼬마선충을 통하여 연구되었던 배아치사율 (lethality of 
C. elegans embryo) 결과에도 이 현상이 매우 밀접한 연관이 
있음을 시사한다 [32,33]. 그들은 결핍시 초기배아상태에 치
명상을 주는 pos-1유전자를 long dsRNA (800 bp), siRNA 
(25 bp), asRNA (25 nt), 혹은 sRNA (25 nt) 순으로 절단하
여 이쁜꼬마선충에 주입한 결과, 800 bp 길이의 dsRNA에서
는 100%의 작동성을, dicer에 의하여 작은 조각들로 편집된 
siRNA들에서는 10-15%의 작동성을 확인하였다. 안티센스 
RNA (asRNA)는 그 길이에 따라 절반 이상의 초기배아들에
서 50% 정도의 작동성을 보여주었다. 이는 RNA간섭현상이 
그 주입 유전자의 길이에 따라 상이하게 작용될 수 있으며,
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Gene Ontology Categories Representation % Representation of total
Biological process
Physiological process

Metabolism
biosynthesis
electron transport
protein metabolism
catabolism
nucleobase, nucleoside, nucleotide and nucleic acid metabolism

Cell growth and/or maintenance
cell proliferation
cell growth

Cellular process
Cell communication

cell-cell signaling
signal transduction

Obsolete biological process
Development

 
17
51
34
40
23
23
  8
59
  1
 
 

12
  9
  7
  3

  <1%
    1%
    1%
    1%
  <1%
  <1%
  <1%
    1%
  <1%

 
 

  <1%
  <1%
  <1%
  <1%

Cellular component Representation % Representation of total
Cell

Membrane
integral to membrane

Intracellular
Cytoplasm
Nucleus

 
79
25
 

35
12

 
    1%
  <1%

 
    1%
  <1%

Molecular function Representation % Representation of total
Binding

nucleotide binding
purine nucleotide binding

nucleic acid binding
DNA binding
RNA binding
nuclease activity
translation factor activity, nucleic acid binding

metal ion binding
calcium ion binding
transition metal ion binding

Protein binding
transcription factor binding
cytoskeletal protein binding
lamin binding
cytoskeletal protein binding

Catalytic activity
hydrolase activity

peptidase activity
hydrolase activity, acting on acid anhydrides
hydrolase activity, acting on ester bonds
hydrolase activity, acting on glycosyl bonds

ligase activity
ligase activity, forming carbon-nitrogen bonds

transferase activity
transferase activity, transferring phosphorus-containing groups
transferase activity, transferring acyl groups
transferase activity, transferring glycosyl groups

oxidoreductase activity
Oxdoreductase activity, acting on diphenols and related substances as donors
oxidoreductase activity, action on NADH or HADPH
oxidoreductase activity, action on CH-OH group of donors
disulfide oxidoreductase activity

    58
 

  373
  298
  316
  125
    29
      6

 
  158
    53
    47
    81
    15
      9
      1

 
  226
  257
    98
    90
    25
    56
      4
    48
    44
    12
      4
    41
    23
    22
    19
      9

    1%

    6%
    5%
    5%
    2%
  <1%
  <1%

 
    3%
    1%
    1%
    1%
  <1%
  <1%
  <1%

 
    4%
    4%
    2%
    1%
  <1%
    1%
  <1%
    1%
    1%
  <1%
  <1%
    1%
  <1%
  <1%
  <1%
  <1%

Table1. Cluster mappings of used 475 dsRNAs in C.elegans ESTs based on gene ontology system
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lygase activity
lygase activity, forming carbon-nitrogen bonds

kinase activity
protein kinase activity
lipid kinase activity

helicase activity
ATP dependent helicase activity

Chaperon activity
co-chaperone activity

co-chaperonin activity
Enzyme regulator activity

enzyme activator activity
Phospholipase activator activity

enzyme inhibitor activity
protease inhibitor activity

GTPase regulator activity
small GTPase regulatory/interacting protein activity

Molecular functional unknown
Obsolete molecular function

caspase activity
DNA-directed RNA polymerase III activity
proteasome endopeptidase activity

Signal transducer activity
receptor activity

transmembrane receptor activity
ligand-dependent nuclear receptor activity

Structural molecule activity
structural constituent of ribosome
structural constituent of cytoskeleton
extracellular matrix structural constituent
structural constituent of cuticle

Transcription regulator activity
transcriptional repressor activity
RNA polymerase II transcription factor activity

Transporter activity
protein transporter activity
electron transporter activity
channel/pore class transporter activity

alpha-type channel activity
porin activity

carrier activity
electrochemical potential-driven transporter activity

carbohydrate transporter activity
sugar porter activity

      3
      2

 
    47
    25

 
      2
    18

 
      6

 
 

    15

      7

    30
      1

 
    15
      1
  187
    33

 
    12
      3
    39

  2050*
  209
    26
      7
      9
    28
      6
    12
  117
    65

 
    51
    49

 
    20

 
      2

  <1%
  <1%

 
    1%
  <1%

 
  <1%
  <1%

 
  <1%

 
 

  <1%

  <1%
 

  <1%
  <1%

 
  <1%
  <1%
    3%
    1%

 
  <1%
  <1%
    1%
  32%
    3%
  <1%
  <1%
  <1%
  <1%
  <1%
  <1%
    2%
    1%

 
    1%
    1%

 
  <1%

 
  <1%

Others Representation % Representation of total
uncategorized   226     4%
Total 6308 100%

유전자 조절 연구방법론에 매우 중요하게 이용될 수 있음을 
보여준 결과이다. 지금까지 연구된 합성 RNAi들은 하등생물
체나 식물, 특히 포유동물류의 특이 유전자 발현 억제에 매우 
쉽고도 높은 효과를 발휘할 수 있는 것으로 알려져 있지만, 
가장 중요한 문제점으로 부각되었던 점은 인터페론반응이나 
치명적인 생체활성에 영향을 줄 수 있는 타 유전자들과의 원치
않는 공동발현억제이다. 이쁜꼬마선충이나 초파리와 같이 
하등생물체에서는 길이가 긴 dsRNA가 사용 가능하기에 높은 
서열특이성을 인위적으로 부여 가능한 것에 반하여 포유동물
의 경우 인터페론 면역계라 일컫어지는 비특이적 반응경로 

활성화에 기인되어 30 nt 이상의 염기에는 효과가 없는 문제
점이 있었다. 따라서 본 연구 결과를 활용하면 이러한 문제
점 해결을 위하여 30 nt 이내로 제한된 dsRNA를 보다 정교
하게 설계하고 생체내 공동발현억제와 같은 부작용을 선예측 
할 수 있다는 점에서 매우 유용하게 사용될 수 있다.
  앞서 결과들을 종합하면, RNAi실험을 통하여 생체내 목표 
유전자만의 특이적 발현억제를 성공적으로 이끌기 위해서는 
신뢰할 수 있는 siRNA 설계기술이 필수적이다. 본 연구는 생체
내 RNAi 주입시 비특이적 공동발현억제를 막을 수 있는 새로
운 방법을 제시한다. 본 연구에서는 방대한 서열정보들을 신속
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히 처리가능한 병렬화 알고리즘 프로그램인 ClustalXeed
를 이용하여 모델 시스템으로 선충 Caenorhabditis elegans 
ESTs와 RNAi현상의 기본이 되는 dsRNA간의 특이적 혹은 
비특이적 결합 가능성을 예측하였다. 서열정렬결과 전체 
1.37 × 109개의 쌍정렬 가운데 불과 0.0015% 서열만이 100%
의 상동성을 보였다. 비록 매우 적은 수치 같지만, 실제로는 
본 분석에 사용된 전체 190247개의 EST 단편서열중에 2천
여개 이상이 전체 475개의 RNAi들과 100% 서열일치를 보여
준다. 즉, 평균적으로 1개의 RNAi서열이 3-4개 이상의 타 
유전자군과 공동발현억제를 유발할 수도 있다는 점이다. 이
와 같은 결과를 통해 우리는 기본적으로 RNAi현상이 mRNA
와 siRNA-RISC 복합체간의 서열유사도에 크게 영향을 받는
다는 기존의 RNAi 메카니즘외에 또 다른 공동발현억제 유발
기구의 존재 혹은 유사한 연결고리가 존재할 수 있다는 것을 
확인하였다. 따라서 본 연구 결과에 따르면 아직도 RNAi현상
의 많은 메카니즘들이 미규명 상태임에도 불구하고 siRNA와 
mRNA의 결합을 보다 선택적이고 효율적으로 조절하기 위해
서는 EST 발현단편 라이브러리로부터 선행적인 상동성 예측
이 중요함을 알 수 있다.

4. 결론

RNA간섭효과 (RNA interference, 혹은 RNAi)는 특정 유전
자의 dsRNA를 생체내에 주입하여 그 일치서열 유전자의 
전사후 발현억제를 유도하는 기술이지만 성공적인 실험을 
위하여 생체내 작동 신뢰도가 높은 siRNA 디자인이 필수적
이다. 이와같은 혁신적인 유전자 다운레귤레이션 기술임에도 
불구하고, 표적유전자만을 효율적으로 억제하기가 용이하지
는 않다. 이는 표적서열외적으로 존재하는 높은 서열유사도
를 가진 타 유전자군의 공동발현억제가 빈번히 유발되기 때
문이다. 이에 본 연구에서는 전사체 라이브러리를 이용한 
공동발현억제 선 예측 기법을 제시하였다. 발현이 억제된 유전
자들의 대다수가 dsRNA서열들과 매우 유사도가 높다는 점
에 착안하여, 이를 바이오인포매틱스 기법을 통하여 분석하
고 공동발현억제뿐만 아니라 원치않는 유전자 침묵현상(gene 
silencing)을 미리 방지할 수 있는 방안으로써, 이는 기존 연구
들에서 사용되어온 유전체 (genome) 정보를 그대로 받아들여 
분석하는 방법과는 달리, 직접적인 단백질 발현 산물인 전사
체 라이브러리를 사용한 차별화된 연구이다. 본 연구에서 
얻어진 결과는 모델시스템으로 사용된 이쁜꼬마선충 (C. 
elegans)뿐만 아니라, 최근 식물, 초파리, 포유동물까지 확대
되어 대상 유전자의 생체내 발현억제 기능을 연구하는데 많이 
이용될 수 있을 것으로 사료된다. 결론적으로, dsRNA를 시작
으로 발생하는 RNAi현상 메커니즘에는 현재 알려져 있는 것과
는 또 다른 요소, 즉 특정구조 혹은 특이위치의 결합에 관련
된 공통서열 도메인 (common sequence domain)이 타 유전
자 그룹에도 널리 분포되어 있음을 예측할 수 있었다. 본 연구
에서 제시한 분석기법은 RNA 간섭효과의 광범위한 이용을 
제한하는 비특이적 공동발현억제를 미리 예측가능하기에, 
향후 RNAi 현상을 이용한 유전자치료 및 특이적 발현억제 

연구에 크게 이용될 수 있을 것으로 생각된다. 특히, siRNA나 
shRNA등의 대규모 선별작업시 손쉽게 이용될 수 있으며 목표
로 하는 대상 유전자만의 발현조절에 이용이 가능하다. 유전자 
수준에서 질병 발생의 직접적인 원인 해석 및 정확한 PTGS 
대상 유전자만의 선별이 가능하다는 장점을 내포하고 있어 
유전자를 직접 표적으로 치료할 수 있는 궁극적인 방법론이 
될 수 있을 것으로 믿는다.
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