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ABSTRACT

This study was aimed for development of a useful genes that has a transcript expressional specificity in the early embry-
onic stage of the silkworm, Bombyx mori. We constructed and analyzed a full-length cDNA library from silkworm’s
eggs which after a lapse of 2 ~ 6 hours post oviposit. A total 960 clones were randomly selected, and the 5’ ends of
the inserts were sequenced to generate 652 expressed sequence tags(EST). 334 unique ESTs were generated after the
assembly of 652 ESTs. The annotation of 334 unique ESTs by BLAST search revealed that 156(47%) of the sequences
represented known genes, whereas 178(53%) of the sequences has no matches in the database. Of the 156 known genes,
the most abundant genes were heat shock protein hsp20.8 gene(12 times) and ubiqutin-like protein gene(11 times). The
functional groups of these ESTs with matches in the database were constructed according to their putative molecular
functions. Among thirteen functional categories, the largest groups were protein synthesis(9.6%) and cellular orga-
nization(8.1%). Further defined studies on molecular functions and biological roles of their promoters will give us well-
fined information and its application. 
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서 론

발현유전자단편(EST, expressed sequence tag) 분석기술

은 다양한 생물종의 특정시기 및 조직으로부터 새로운 유

전자를 발굴하기 위한 가장 일반적 방법으로 널리 이용

되고 있으며, EST 대량분석을 통한 데이터베이스 구축은

생물체 게놈 연구를 완성하기 위한 정보 제공 뿐 아니라

유전체 기능 연구를 위한 기초정보로도 활용가치가 매우

크다(Goldsmith et al. 2005, Olsen et al. 1989). 누에 유전

체 연구분야에서는, 이미 일본에서 2004년에 약 500 Mb

정도의 누에 게놈이 해독되었고(Mita et al. 2004), 11,000

개가 넘는 EST 분석이 완료된 바 있다(Mita et al. 2003,

Ote et al. 2004). 

누에 형질전환 연구는 Trichopusia ni에서 개발된 전이

인자(piggyBac)를 이용하여 전이벡터를 제작한 후 수정란

발생 초기에 누에알에 주입함으로써 가능성이 확인되었다

(Tamura et al. 2000, Imamura et al. 2003). 최근에는 형질

전환누에로부터 콜라겐과 같은 인간에게 유용한 재조합

단백질을 생산하는 기술(Rika et al. 2006, Satoshi et al.

2007) 뿐 아니라, 실용형질이 우수한 농가 보급품종 누에

로부터 다양한 천연 형광단백질이 융합된 형광고치를 연

중 대량 생산할 수 있는 기술력에까지 도달하였다(Kim et

al. 2012, Kim et al. 2013). 

형질전환누에 제작을 위해서는 전이인자를 근간으로 한

형질전환용 운반체의 역할이 무엇보다 중요한데, 높은 수준

의 형질전환율과 쉬운 형질전환체 선발 방법 뿐 아니라, 선

발된 형질전환체의 차세대 유전형질의 안정성 등 해결

해야 할 과제가 많이 남아 있다(Handler 2001, Satoshi
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et al. 2007). 이러한 문제점을 해결하기 위해서는 다양한

기능의 누에 유래 전이인자 및 마커의 개발과 함께

transposase 발현을 효율적으로 조절할 수 있는 프로모터

의 개발이 필수적이다. 

본 연구에서는 누에 초기 수정란으로부터 배자 발생초

기에 발현되는 유전자를 대량 선발하고 유전정보를 분석

하여 누에 수정란 초기발현유전자 데이터베이스(eegEST)

를 구축하고자 하였다. 누에 수정란 초기발현유전자 데

이터베이스(eegEST)는 형질전환누에 제작 시스템의 효

율 향상을 위한 프로모터 개발 연구에 기초자료로서 활

용될 것이다. 

재료 및 방법

1. 공시 재료 및 total RNA 분리 

국립농업과학원 잠사양봉소재과에서 인공사료로 사육된

누에 잠124(Bombyx mori)를 공시재료로 사용하였다. 누에

배자 발육초기 발현 유전자의 대량 선발을 위한 cDNA

유전자은행을 제작하기 위해 산란 후 2 ~ 16시간 경과한

누에알 약 500립으로부터 차가운 PBS(0.1 M phosphate,

0.15 M NaCl, pH 7.0) 용액이 담긴 소형 homogenazer

에서 마쇄한 후 RNA isolation kit(Qiagen, CA, USA)를

사용하여 제조사 매뉴얼에 따라 total RNA를 순수 분리하

고 분광광도계로 정량한 후 실험 때까지 -80oC에 보관

하였다.

2. cDNA 유전자은행 제작

순수 분리한 total RNA 100㎍으로부터 Micro-FastTrack

2.0TM mRNA Isolation Kit(Invitrogen, CA, USA)를 사용하

여 제조사 매뉴얼에 따라 poly(A)+ RNA(mRNA)를 순수

분리한 후 분광광도계로 정제효율을 검정하였다. 이후 순

수 분리한 mRNA는 ZAP-cDNA synthesis kit(Stratagene,

La Jolla, CA)을 사용하여 Xho I linker primer와 역전사

효소를 처리하여 2nd strand cDNA를 합성하였다. 계속해

서 2nd strand cDNA는 DNA 중합효소로 2nd strand cDNA

의 말단을 평활말단화한 후 EcoR I adapter를 부착시켰다.

여기에 제한효소 Xho I을 처리한 후 5 ml 플라스틱 피펫

을 이용하여 cDNA를 크기별로 분획하여 500 bp 이상의

cDNA 분획만을 혼합하여 Uni-ZAP XR vector에 삽입,

ZAP-cDNA Gigapack III Gold Cloning Kit(Stratagene,

CA, USA)의 매뉴얼에 따라 완전한 bacteriophage 상태가

되도록 coat protein으로 packaging 함으로써 누에 수정란

초기에 발현하는 cDNA 유전자은행을 제작하였다. 제작

된 cDNA 유전자은행은 숙주세포 (XL1-Blue MRF’

strain)를 사용하여 phage 밀도를 조사하였다. 

3. 염기서열 및 정보 분석

제작된 cDNA 유전자은행으로부터 in vivo excision에

의해 무작위 약 960개의 콜로니를 선발하였다. 선발된 콜

로니는 ampicillin이 첨가된 LB 액상배지(1㎖)에서 37oC,

12시간 진탕배양한 후 Plasmid miniprep kit(DyneBio,

Korea)을 사용하여 각 클론의 plasmid DNA를 순수분리

하였다. 순수 분리한 클론의 염기서열은 자동염기서열 분

석 장치 CEQ 8000 Genetic Analysis System(Beckman

coulter, CA, USA)를 사용하여 제조사 방법에 따라 분석

을 진행하였다. 분석된 염기서열 정보의 Base-calling 및

quality assessment 과정은 SeqMan II program을 이용하여

벡터 sequences를 제거한 후, 200 base 이하의 짧은 클론

과 low-quality 클론을 제거한 ESTs를 ‘High-quality ESTs’

로 구분하였다. High-quality ESTs는 염기서열 상동성을

바탕으로 대표 EST인 독립유전자(unigene)를 선발하고

BLASTn/x 검색을 통한 독립유전자의 정보를 분석하였

다(Choi et al. 2007).

4. 선발 유전자의 기능 분류

각각의 독립유전자의 기능별 분류는 AmiGo database(http:/

/www.godaabase.org)를 통해 효모(Saccharomycetes cerevisiae)

의 functional classification catalogue와 비교하여 수행하였다

(Ashburner et al. 2000). 본 연구에서는 선발된 334개 독립

유전자를 protein synthesis category 등 13개 기능으로 분류

하였다. 

결과 및 고찰

1. 누에 수정란 초기발현 유전자은행 제작

누에 초기 수정란에서 발현되는 유전자를 대량 선발하

고 유용 유전자 EST 데이터베이스를 작성하기 위해, 산

란 후 2 ~ 16시간 경과한 누에알을 사용하여 cDNA 유전

자은행을 제작하였다. 제작된 cDNA 유전자은행은 In vivo

excision을 통해 6.5 × 104pfu/㎖ 이상의 역가를 갖는 것으로

확인되었고 각 클론에 삽입된 cDNA 크기는 평균 500 bp

이상으로 확인되어, 본 연구에서 제작된 cDNA 유전자은

행은 누에 수정란 초기 발현유전자 분석을 위한 목적에

합당한 것으로 판단되었다(Choi et al. 2007). 

제작된 cDNA 유전자은행으로부터 무작위로 960개 클

론을 순수 분리하여 각 클론에 삽입된 cDNA의 5’ 말단

의 부분 염기서열 정보를 해독하여 EST를 제작하였다. 각

클론으로부터 해독된 염기서열 길이가 200 bp이하인 ‘Low-

quality ESTs’ 를 제외한 652개 ‘High-quality ESTs’ 를 확

보하였다. 652개 High-quality ESTs는 분석한 총 클론의

68%를 차지하였다. 선발된 652개 High-quality ESTs는 염
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기서열 alignment 분석을 통해 최종 334점의 독립유전자

(unigenes)를 선발할 수 있었다(Table 1).

본 연구에서 선발된 334개 독립유전자는 누에 수정란

발생 초기에 발현되는 유전자들로서 기존 국제유전자은행

(GenBank)에 유전자 서열 정보가 등록되어 있거나 또는

미지의 새로운 유전자 정보를 대표한다(Choi et al. 2007). 

각각의 독립유전자는 NCBI Blastn/x 검색엔진을 통해

기존 국제유전자은행에 등록된 유전자 염기서열 정보와의

상동성 여부를 유의수준 E-value ≤ 10-3으로 분석하였다(Lee

et al. 2002). 분석 결과, 기존 데이터베이스에 등록되어 있

는 유전자 염기서열과 높은 상동성이 인정되는 156개의

known genes, 아직까지 기능이 밝혀지지 않았거나 또는

미지의 새로운 유전자일 것으로 추정할 수 있는 178개의

unknown genes으로 분류할 수 있었다(Table 1). 

2. 주요 유전자 특성분석

본 연구에서 제작된 누에 수정란 초기 발현유전자 데이

터베이스를 ‘eegEST’ 로 명명하였고, eegEST 독립유전자

의 유전자 정보는 국제유전자은행 EST online database

(GenBank accession No. FK250520 ~ K250853)에 등록

하였다(Table 2). 

Fig. 1은 eegEST 독립유전자의 중복발현 빈도를 나타낸

것으로서 334개 독립유전자 중 2회 이상 출현한 유전자

는 143개로 전체의 34%를 차지하였다. 반면, 단일 출현

한 유전자는 191개(43%)로 확인되었다. eegEST 독립유전

자 중 가장 높은 발현빈도를 보인 유전자는 열충격단백

질의 일종인 Bombyx mori heat shock protein 20.8(hsp20.8)

유전자로서 출현빈도는 12회로서 분석된 전체 EST의 약

2%를 차지하였고 다음으로는 ubiquitin-like protein 유전

Table 1. Summary of eegEST analysis generated from early

embryo of the silkworm

 EST category Number of ESTs % of ESTs

 Total sequenced clones 960 100

 High-quality ESTs 652 68

 Unigenes 334 35

 Known genea) 156 47b)

 Unknown or novel gene 178 53c)

a) ESTs without significant matches (E > 10-3). 
b), c)Percentages in the unigenes.

Table 2. The most highly occurred (> 5 times) genes in the eegEST database

Clone ID Occurrences bp Putative identification Origin Scorea) E-valueb)

EEG704 12 700 > gi|148298693|ref|NP_001091794.1| heat shock protein hsp20.8 Bombyx mori 347 5.00E-94

EEG004 11 789 > gi|112983974|ref|NP_001037410.1| ubiquitin-like protein SMT3 Bombyx mori 186 2.00E-45

EEG785 8 657 > gi|9626262|ref|NP_040598.1|tailcomponent Enterobacteria 291 3.00E-77

EEG121 8 652 > gi|157111023|ref|XP_001651356.1| cleavage stimulation factor Aedes aegypti 120 8.00E-26

EEG496 8 650
> gi|4521269|dbj|BAA76304.1| endonuclease and reverse   

transcriptase-like protein
Bombyx mori 47 0.001

EEG071 8 484
> gi|145572858|gb|AY639596.2| Salicornia herbacea tonoplast 

intrinsic protein gamma mRNA, complete cds
Salicorniaherbacea 71.9 3.00E-09

EEG860 8 773 > gi|110641351|ref|YP_669081.1| minor capsid protein B Escherichia coli 415 1.00E-114

EEG578 5 758 > gi|112982946|ref|NP_001037094.1| kiser Bombyx mori 404 1.00E-111

EEG011 5 600 > gi|71032745|ref|XP_766014.1| hypothetical protein TP01_0494
Theileria parva 

strain Muguga
35 3

EEG170 5 458 > gi|112983924|ref|NP_001037279.1| ribosomal protein S29 Bombyx mori 129 8.00E-29

EEG197 5 561 > gi|185049997|dbj|AP008998.1| B. mori genomic DNA Bombyx mori 75.8 2.00E-10

EEG456 5 788 > gi|148298831|ref|NP_001091840.1| tuftelin interacting protein 11 Bombyx mori 44 0.009

EEG532 5 531 > gi|112983420|ref|NP_001036984.1| heat shock protein hsp 19.9 Bombyx mori 300 4.00E-80

EEG623 5 557 > gi|12657702|gb|AF178882.1|AF178882 Drepana lacertinaria 28S rRNA, 
Drepana 

lacertinaria
472 9.00E-130

EEG630 5 518 > gi|114052751|ref|NP_001040274.1| GTP-binding nuclear protein Ran Bombyx mori 191 1.00E-47

a)ESTs BLASTx/n stringency score.
b)BLASTx/n expected value obtained from homology analysis between the ESTs and nr database.
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자가 11회의 높은 출현빈도를 나타내었다(Table 2). 

Hsp20.8 단백질은 열충격단백질(Hsp, heat shock protein)

종류 중 작은 크기에 속하는 단백질로서 이들 단백질에

대한 생화학적 기능에 관한 많은 연구가 진행되고 있으

며, 세포의 발생 시기와 환경에 따라 그 발현 수준이 조

절되는 특징이 있다(Velu et al. 2008, Hwang et al. 2007).

최근 곤충의 배발생(embryogenesis)과 관련하여 휴면기 알

및 산란 후 48시간 이내에 다화성(multivoltine)을 유도한

비휴면기 알에서 대사와 관련한 효소 및 열충격단백질 발

현량에 차이가 있음을 보고한 바 있으며(Ponnuvel et al. 2010),

Park 등 (2011)은 누에 배자 발육기간 중 산란 후 약 9

시간이 경과할 때까지 Hsp20.8 단백질 발현량이 최대치

를 이르렀다가 20시간 이후에는 발현량이 급격히 감소하

는 특성을 보고한 바 있다. 이는 누에 배자 발육기간 중

특정 시기에 열충격을 가함으로써 단백질 발현량의 조절

이 가능하다는 것을 의미한다. 따라서 누에 배자발생 시

기에 특이적으로 발현하는 Hsp20.8 유전자의 프로모터를

활용하여 누에 형질전환용 전이벡터를 개발하여 형질전환

체를 제작한다면 목적 단백질의 발현시기와 발현량을 인

위적으로 조절할 수 있을 것으로 사료된다. 

3. 수정란 초기 유전자 기능 분류 

eegEST 독립유전자의 BLASTx 상동성(score > 100) 분

석결과를 바탕으로 독립유전자의 세포 내 기능을 유추하

여 분류표로 작성하였다(Table 3). 본 연구에서는 AmiGo

데이터베이스를 활용하여 protein synthesis category를 포

함한 13개 기능별 카테고리로 분류하였다. 334개 eegEST

독립유전자 중 32개(9.6%) 독립유전자가 세포 내 단백질

합성(protein synthesis) 기능과 연관되어 있는 것으로 확

인되었으며, 세포구성(cellular organization)과 관련한 기능

과 연관된 독립유전자가 27개(8.1%)인 것으로 조사되었다.

그러나 334개 독립유전자 중 166개(49.6%) 독립유전자에

대해서는 아직까지 기능이 명확히 밝혀지지 않았거나 분

류학적으로 정립이 되지 못한 것으로 확인되었다. 

본 연구에서 구축된 eegEST 독립유전자의 추정 기능에

의한 분류 결과, 단백질 합성 과 이동 등 곤충 수정란 발

생 초기에 확인할 수 있는 기본적인 기관형성에 관련된

유전자(protein synthesis, cellular organization, protein

destination) 비율이 전체 24%를 차지하는데, 이는 미 분

류 독립유전자를 제외하면 eegEST 독립유전자의 약 50%

를 차지하는 것으로 확인되었다(Table 1). 이러한 현상은

완전변태하는 곤충 배자의 발생 초기 유전자 발현의 일

반적인 현상으로서, 수정 후 계속된 핵분열을 통해 이들

이 주변세포질로 이동하여 난황물질을 둘러싸는 한 층의

세포군이 형성되면서 배자발생이 시작하게 되고, 계속해

서 유충의 몸마디, 부속지와 내부기관들의 형성을 위한

기본적인 발육기작으로 알려져 있다(Boo et al. 2005). 

지금까지의 형질전환누에 기술은 일본과 한국을 중심으

로 진행되고 있으나, 누에 형질전환 효율 향상과 외래 기

능성 단백질의 대량 생산 조절을 위한 누에 형질전환 시

스템 개선 및 향상에 관한 연구는 매우 제한적이다(Kim et

Fig. 1. Histogram showing the number of ESTs at each level of

redundancy in the eegEST database. Among the 652 high-quality

ESTs, 191 appeared as singleton ESTs, whereas 143 appeared more

than once. The most frequently represented gene in the eegEST

database was Hsp20.8 protein gene, which appeared 12 times.

Table 3. Functional categorization of early embryonic genes of

the silkworm(AmiGo)1)

Category
No. of 

unigene

% of 334 

unigene

Protein synthesis 32 9.6

Cellular organization 27 8.1

Protein destination 21 6.3

Metabolism 18 5.4

Cell growth, cell division, and DNA 

synthesis
12 3.6

Transcription 11 3.3

Energy 10 3.0

Protein facilitation 9 2.7

Cell biogenesis 6 1.8

Cellular transport and transport 

mechanism
6 1.8

Cell rescure, defense, cell death, and 

aging
4 1.2

Classification not yet clear-cut 12 3.6

Unclassified protein 166 49.6

1)Functional classification of 334 non-redundant unigenes

according to their biological process.
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al. 2012, White et al. 1996, Guo et al. 2005, Tomita 2011).

효율적인 형질전환누에 제작을 위한 시스템 개선을 위해

서는 효용성이 높은 전이인자의 개발과 손쉬운 형질전환

체 선발을 위한 표지 유전자의 개발 뿐 아니라 형질전환

체 개발 목적에 부합하는 다양한 프로모터의 개발도 반

드시 필요하다. 

본 연구를 통해 구축된 누에 수정란 발생 초기 발현유

전자 데이터베이스(eegEST)는 곤충발생학 연구의 기초자

료 제공 뿐 아니라, 형질전환누에의 제작 및 선발 과정의

효율성 향상과 목적 외래 단백질의 발현량 증대 등 형질

전환누에 개발 시스템의 개선을 위한 연구에 많은 정보

를 제공할 수 있을 것으로 기대한다.

적 요

본 연구는 누에 수정란 초기에 발현하는 유전자를 대량

선발하고, 유용 유전자의 프로모터를 개발하기 위한 연구

의 일환으로 추진하였다. 산란 후 2 ~ 16시간이 경과한 누

에알로부터 cDNA 유전자은행을 제작하였다. 제작된 cDNA

유전자은행으로 전체 960개 클론을 무작위 추출하여 부

분 염기서열 분석을 통해 EST를 제작하였다. 분석된 652

개 ESTs 중 염기서열 상동성 분석을 통해 156개의 기존

알려진 유전자와 178개의 미지의 유전자로 구성된 334개

독립유전자를 최종 선발하여 ‘eegEST’ 로 명명하였다.

eegEST 분석 결과, 기존 염기서열 정보가 알려진 156개

독립유전자 중 2회 이상 출현한 유전자 수는 143개로 전

체의 34%를 차지하였으며, Hsp20.8 유전자(12회)와

ubiqutin-like 유전자(11회)가 가장 높은 출현 빈도를 나타

내었다. 또한 eegEST 독립유전자의 추정 기능에 따른 분

류에서 곤충 수정란 발생초기에 확인할 수 있는 기관 형

성과 관련한 유전자가 전체 24%를 차지하고 있었다. 본

연구에서 작성된 누에 수정란 초기 발현유전자 데이터베

이스(eegEST)는 곤충 발생학 연구를 위한 정보제공 뿐 아

니라 형질전환누에 제작을 위한 프로모터 개발 연구에 활

용될 수 있을 것으로 기대한다. 
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