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Purpose: The main aim of this study was to compare and analyze expression profiles of microRNAs 

(miRNAs) to establish miRNA signature of Fabry nephropathy related epithelial mesenchymal transition 

(EMT). 

Methods: Expression profiles of miRNAs in kidney tissue samples and cell lines from normal and Fabry 

disease mouse model were examined by miRNA expression microarray analysis followed by quantitative 

real-time polymerase chain reaction analysis (qRT-PCR). 

Results: In the miRNA expression microarray analysis of Fabry mouse kidney tissues compared to wild 

type mouse, 5 and 3 miRNAs among 1,247 miRNAs examined were up- and down-regulated, respec-

tively. Among them, miR-149-5p was down-regulated about 2-fold in Fabry kidney samples. The down- 

regulations of miR-149-5p were observed in kidney tissues of under 35 week–old-Fabry mice. However, 

this down-regulation was not observed in kidney tissues of 42 week-old Fabry mice. In SV40 MES 13 

cells, mouse mesangial cells, treated with globotriaosylsphingosine (lyso-Gb3), miR-149-5p was also 

downregulated. The down-regulation of miR-149-5p induced up-regulation of its target genes related to 

EMT. 

Conclusion: The miRNA expression array and qRT-PCR results show that miR-149-5p expression was 

decreased in kidney tissues of Fabry mice compared to wild type mice under 35 weeks of age. Along 

with the observation of miR-149-5p expression in Fabry disease cell models, these results indicate that 

the down-regulated miR-149-5p were related to the biological response of mesangial cells to lyso-Gb3 

and also have influence to the transcriptional up-regulation of its target genes. These results suggest 

miR-149-5p might play important roles in the Fabry nephropathy. 
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서     론

파브리병은 리소좀에 존재하는 50여종의 가수분해 

효소 중 하나인 α-galactosidase A (α-Gal A)의 결

핍에 의해 발생하는 lysosomal storage disorder이다
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1)
. α-Gal A는 8개의 exon으로 구성된 GLA 유전자

에 의해 발현되는데, GLA의 유전적 돌연변이에 의한 

효소 결핍은 리소좀, 세포외 기질(extracellular matrix) 

그리고 그 밖의 여러 세포 구성 물질에 α-Gal A의 주

요 전구 물질인 globotriaosylceramide (Gb3)의 축적

을 초래한다. Gb3는 주로 혈관내피세포, 심장, 신장, 신

경 조직 내에 축적되며 이로 인해 조직 손상 및 여러 임

상 증상을 나타낸다
2-4)

. Gb3가 축적됨에 따라 Gb3의 

탈아실화 파생물인 글로보트리아오실스핑고신(globo-

triaosylsphingosine, lyso-Gb3) 또한 혈장 내에서 

증가된 수치를 보이고 있어 파브리병의 새로운 바이오 

표지자로 제안되고 있다
5)

. 

신장 질환은 파브리병의 대표적인 증상으로 병리적 

진행은, 신장의 분절성(segmental) 사구체 경화증, 혹

은 전체적(global) 사구체 경화증, 신 세뇨관 위축, 간

질조직의 섬유화로 특징지어 질 수 있다
6)

. 초기 위족세

포(podocyte) 손상과 근위세뇨관 상피세포(proximal 

tubular epithelial cell)에 의한 섬유화에 따른 사구체

의 기능 장애는 사구체의 여과율을 떨어뜨려 파브리 환

자에게서 단백뇨, 혈뇨, 지방뇨 등의 임상적 특징을 갖

게 한다. 사구체 경화가 진행 됨에 따라 대부분의 환자

가 30-40대에 신부전, 고혈압을 갖게 되는데 이는 파

브리 환자의 가장 흔한 사망 원인이 된다
7, 8)

. 분자 생

물학적인 측면에서 신장 조직의 섬유화 과정을 이해하

기 위해 세뇨관 세포의 상피간엽화이행(Epithelial- 

Mesenchymal Transition, EMT)의 역할이 규명되고 

있는데, 이러한 EMT는 일반적으로 상피 세포의 표지

자인 E-cadherin과 간엽 세포의 표지자인 Vimentin

의 발현 조절에 따라서 이루어 진다
9-11)

. 이러한 EMT 

현상을 조절 하는 메커니즘 중 다수의 microRNA 

(miRNA)가 관여한다는 것이 여러 연구를 통해 증명된 

바 있다
9, 12-16)

.   

miRNA는 21개에서 24개의 뉴클레오타이드(nu-

cleotide)로 이루어져 있는 비단백질 부호화 RNA로, 

세포의 증식과 생존, 발달에 있어서 중요한 역할을 한

다고 알려 져 있다. miRNA는 부분 상보적인 염기 서

열을 가진 mRNA의 3 untranslated region에 결합하

여 해당 mRNA의 분해 혹은 해독을 방해하고, 결과적

으로는 단백질 합성을 저해하게 된다
17, 18)

. 이미 언급

한 바와 같이 miRNA는 EMT 기전에서도 중요한 역할

을 하는데 E-cadherin의 전사를 억제하는 ZEB1과 

ZEB2는 miR-200 family의 표적 유전자로서 miR- 

200의 과발현은 EMT 과정을 억제하고 epithelial cell

에서 발현이 증가되어 있음이 보고된바 있다. 이외에도 

E-cadherin의 발현을 억제하는 Twist와 Snail의 발

현에 miR-10b가 향을 준다는 보고가 있다
19-23)

. 

파브리 신장 질환의 진행 과정과 섬유화, Gb3와 lyso- 

Gb3의 축적과 EMT 기전의 연관성은 매우 특징적이긴 

하지만, 이와 함께 연구된 miRNA의 전반적인 발현 변

화에 대한 연구는 매우 미미하다. 

따라서 본 연구는 파브리병의 마우스 모델을 대상으

로 miRNA expression microarray를 적용시켜 질환 

모델과 정상 대조군 간의 전체 miRNA의 발현 차이를 

조사하 고, 발현량에서 차이를 보인 특정 miRNA를 

선별 후, 해당 miRNA의 표적 유전자의 발현량 변화

를 살펴보았다. 마우스 모델 외에도, 사구체 혈관 상피

세포 및 혈관간세포를 파브리 질환의 주 원인 물질인 

Gb3와 lyso-Gb3가 첨가된 배양액에서 키움으로 파브

리 질환 세포 모델을 유도하여 앞서 언급한 실험을 실

행하 다. 또한, 신장의 섬유화를 일으키는 주요 기전

으로 알려진 EMT와 관련된 특정 miRNA 선별 및 표

적 유전자의 발현 양상을 조사함으로써 파브리 신장 질

환에 대한 miRNA 생체지표를 확인하고자 하 다. 

대상 및 방법

1. 실험 동물

본 실험에서 사용한 Fabry 마우스는 National Ins-

titutes of Health (NIH, USA)의 Dr. Roscoe O. 

Brady로 부터 공급 받았다. 이화여자대학교 의과대학 

동물실의 사육 환경은 온도 24±2℃, 습도 40-60%, 

150-300 Lux의 환경에서, 멸균 증류수와 고형 사료

를 자유롭게 섭취할 수 있도록 하 다. 본 실험은 이화

여자대학교 의과대학의 동물 실험 윤리 위원회의 규정

을 준수하여 설계, 수행되었다. 
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2. 세포 배양

사람 유래 근위세뇨관 상피세포인 HK2 cell과 마우

스 유래 혈관간세포인 SV40 MES 13은 모두 Ameri-

can Type Culture Collection (ATCC, Manassas, 

VA)에서 구입하 다. HK2 세포는 0.05 mg/mL BPE 

(bovine pituitary extract)와 5 ng/mL EGF (human 

recombinant epidermal growth factor), 그리고 50 

ng/mL gentamicin이 들어간 Keratinocyte Serum 

Free Medium (K-SFM)배지에서 배양하 고, SV40 

MES 13 세포는 5% fetal bovine serum (FBS), 1% 

penicillin/streptomycin이 들어간 3:1 mixture of 

ATCC-formulated Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium (DMEM)에서 배양하 다. 

3. Gb3와 lyso-Gb3 처리

세포를 배양 접시 위에 키운 후 Gb3 혹은, lyso- 

Gb3 (Matreya, Pleasant Gap, PA, USA)를 처리하

다. 30 µM Gb3 혹은, 400 nM lyso-Gb3을 포함한 

혈청이 들어 있지 않은 배양액에서 24시간 배양시킨 

후 혈청이 들어 있는 배양액을 첨가해 총 72시간 배양

시켰다. 

4. miRNA 추출과 miRNA expression microarray

miRNA는 Ambion mirVana microRNA isolation 

kit (Ambion, Austin TX)를 이용해 제조자의 프로토

콜에 따라 추출하 다. 전체 RNA의 quality 검사는 

Aglient bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa 

Clara CA)로 수행되었다. 2 ug의 RNA로 SurePrint 

G3 Mouse miRNA Microarray, Release 19.0, 8 x 

60K (Agilent, Inc. Santa Clara, CA)를 수행하 다. 

Microarray 결과를 바탕으로 log2 fold change 값이 

1.5 이상, -1.5 이하인 miRNA를 선별하 다.

5. cDNA 합성

1 µg mRNA와 Oligo dT primer, Nuclease-free 

water를 혼합하여 만든 RNA denaturation mix를 

70℃에 10분간 denaturation 시키고 얼음에 2-3분간 

둔 다음 Superscript II reverse transcriptase (In-

vitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)

와 혼합하여 42℃에서 1시간, 80℃에서 10분 중합효

소연쇄반응을 시행하여 cDNA를 합성하 다.

6. Real-time RT–PCR

Quantitative real-time RT–PCR은 SYBR
®
 Pre-

mix Ex Taq
TM

 kits (TaKaRa Bio Inc., Shiga, Japan)

를 이용하여 ABI 7500 Fast Real-Time PCR sys-

tem (PE Applied Biosystems, Foster City, CA, 

USA)에서 수행되었다. 유전자의 상대적 발현량 com-

parative Ct method (2
-ΔΔCt

) 방법으로 계산되었다. 

모든 측정치는 삼중(triplicate)으로 측정되었다.

7. 통계처리

모든 실험결과에 대한 통계처리는 각 실험군 별로 

군간의 상호 유의성을 검정하기 위해 student`s t- 

test를 수행하 다. 

결     과

1. 정상 mouse와 Fabry mouse model의 liver와 

   kidney 샘플에서의 miRNA 프로파일링

우선 log2 fold change 값이 1.5 이상을 나타내는 

miRNA를 선별하 다. Wild type과 Hemizygous type

의 파브리 마우스 간 조직과 신장 조직으로부터 전체 

RNA를 추출하여 miRNA array를 실행한 결과, 신장 

조직에서 상향 조절된 miRNA는 5개, 하향 조절된 

miRNA는 3개로 총 8개의 miRNA가 선별되었다. 간 

조직에서는 6개의 상향 조절된 miRNA, 5개의 하향 조

절된 miRNA가 선별되었고, 간과 신장, 두 조직간 공통

으로 조절된 miRNA는 보이지 않았다(Fig. 1) (Table 

1). 파브리 병의 신장 섬유화를 고려하 을 때, EMT를 

야기시키는 원인 miRNA로 흔히 알려진 miR-9, miR- 
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Fig. 1. MicroRNAs expression profiling of kidney and 
liver tissues from Fabry mice. Compared with 
normal mouse tissue samples, altered expres-
sion of 8 miRNAs in kidney and 11 miRNA in 
liver with 1.5 fold change (log 2 fold change) 
were found in Fabry mouse tissues by miRNA 
microarray analysis (white, upregulation; gray, 
downregulation; H_K, hemizygous kidney; W_K, 
wild kidney; H_L, hemizygous liver; W_L, Wild 
liver).

Table 1. Example of the Differentially Expressed miRNA 
List

Expression change in 
hemizygous Fabry mice

Systematic 
name

log2 fold 
change

Up regulation in kidney

Down regulation in 

 kidney

Up regulation in liver

Down regulation in liver

miR-3960

miR-3102-5p

miR-574-5p

miR-3473b

miR-211-3p

miR-122-5p

miR-149-5p

miR-709

miR-451a

miR-142-5p

miR-31-5p

miR-362-3p

miR-34a-5p

miR-144-3p

miR-21a-3p

miR-671-5p

miR-3096b-3p

miR-1839-3p

miR-125a-5p

 1.68

 1.67

 1.56

 1.53

 1.50

-1.58

-1.57

-1.51

 1.69

 1.61

 1.59

 1.59

 1.56

 1.53

-1.88

-1.86

-1.78

-1.66

-1.62

10b, miR-29a, miR-141 혹은 miR-200a 등이 선

별될 것으로 예측되었으나 miRNA array 결과 이들의 

발현 양에서는 유의한 차이가 나타나지 않았다. 본 실

험을 통해 선별된 miRNA의 이전 연구된 바를 조사한 

결과, miR-149-5p가 최근 EMT 혹은 종양 세포의 

이동과 침습 등과 관련하여 많은 보고가 있어서 이를 

대상으로 앞으로의 실험을 전개하 다
20, 24, 25)

.  

2. Fabry mouse model과 정상 대조군간의 miR- 

  149의 발현량 확인

miRNA array 결과를 재확인하기 위해 miRNA 

Real-time PCR를 이용하여 miR-149의 발현량을 재

확인 하 다(Fig. 2). 샘플 별 miR-149-5p의 발현량

은 내부 대조 지표인 sno-202로 normalization하고 

comparative Ct method (2
-ΔΔCt

)법을 이용하여 상대 

정량 하 다. miRNA array에 적용되었던 35주령 파

브리 mouse와 정상 대조군 mouse의 신장 조직에서

의 miR-149-5p 양은 Real time PCR에서도 miRNA 

array 결과와 비슷한 결과로 나오는 것을 확인하 다. 

파브리 마우스의 주령과 비례하여 miR-149-5p 하향 

조절 양상이 심화되는지 확인하기 위해 21주와 42주령

의 마우스 신장 조직에서의 miR-149-5p의 발현량을 

측정하 다. 하지만, 42주 마우스의 신장 조직에서는 

파브리 마우스의 miR-149-5p의 평균 발현량이 정상 

대조군에 비해 더 높게 발현되는 것을 관찰할 수 있었

다.  

3. 파브리 신장 세포 모델과 정상 세포군간의 

   miR-149-5p의 발현량 확인

miR-149-5p의 발현량을 전체 조직 단위가 아닌 

신장 조직을 이루는 세포 유형별 수준에서 확인하기 위

해 근위세뇨관 상피세포인 HK2 세포와 사구체 혈관간

세포인 SV40 MES 13 세포를 실험에 적용하 다. 각 

각의 세포에 Gb3 혹은, lyso-Gb3를 처리하여 72시간 

배양한 후 miR-149-5p의 발현량을 측정한 결과 

SV40 MES 13에 lyso-Gb3를 처리한 경우에만 특이

적으로 miR-149-5p의 양이 줄어드는 것을 관찰 할 

수 있었다(Fig. 3). HK2 세포에서는 반대로 miR- 
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Fig. 3. Quantitative real-time RT–PCR analyses of miR-
149-5p in SV40 MES 13 cells treated with Gb3
or lyso-Gb3. The relative expression values 
were normalized against the inner control, sno-
202. The calculation of relative gene expression
level was analyzed using the comparative Ct 
method (2

-ΔΔCt
). Data are presented as the 

mean±SE of at least three experiments.

Fig. 2. Quantitative real-time RT-PCR analyses of miR-149-5p in wild type and Fabry 
disease mouse (21, 35, and 42 week-old) kidney tissues. The relative expression 
values were normalized against the inner control, sno-202. The calculation of relative
gene expression level was analyzed using the comparative Ct method (2

-ΔΔCt
). Data 

are presented as the mean±SE of at least three experiments (W: wild, H: hemizy-
gous).

149-5p의 양이 증가하는 것으로 측정되었다.  

4. 세포 모델에서의 miR-149-5p의 표적 유전자 

  발현량 확인

miR-149-5p에 의해 발현이 조절되는 유전자들을 

확인하기 위해 miRNA의 표적 유전자를 예측하는 프로

그램인 miRDB를 이용하여 miR-149-5p의 target을 

확인하 다. 표적 유전자로 예측된 여러 유전자 중 상

위에 있던 Kif2a와 Pag1을 무작위 선정하 고 이외에

도 EMT와 관련하여 miR-149-5p의 target으로 알

려진 유전자인 Foxm1과 Mmp9, 그리고 miR149가 속

한 miR-200 family에 의해 조절되는 것으로 알려진 

EMT의 주요 조절 단백질인 Zeb1의 발현량을 세포 모

델에서 확인해 보았다(Table 2, Fig. 4). 이들의 발현
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Fig. 4. Quantitative real-time RT–PCR analyses of Mmp9, Foxm1, Zeb1, Kif2a and Pag1 genes in 
SV40MES13 cells treated with Gb3 or lyso-Gb3. Expression levels were normalized against 
expression of the housekeeping gene encoding glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 
(GAPDH), and the results are reported as ratios of the marker gene expression versus GAPDH. 
The calculation of relative gene expression level was analyzed using the comparative Ct method 
(2

-ΔΔCt
). Data are presented as the mean±SE of at least three experiments.

Table 2. List of miR-149-5p Target Genes

Gene 
symbol

Gene description
Accession 
number

Primer (5-3) Reference

Mmp9

Foxm1

Zeb1

Kif2a

Pag1

matrix metallopeptidase 9 

forkhead box M1

zinc finger E-box binding 

 homeobox 1

kinesin heavy chain member 2A

phosphoprotein associated with 

glycosphingolipid microdomains 1

NC_000068.7 

NC_000072.6

NC_000084.6 

NC_000079.6 

NC_000069.6 

F: CTGGACAGCCAGACACTAAAG

R: CTCGCGGCAAGTCTTCAGAG

F: CTGATTCTCAAAAGACGGAGGC

R: TTGATAATCTTGATTCCGGCTGG

F: GCTGGCAAGACAACGTGAAAG

R: GCCTCAGGATAAATGACGGC

F: ATTTTCTCTCATTGACCTGGCTG

R: ACTCCTTGAGTGCTAAAAGGC

F: CAGGAAGCGTACTGAGCAGTG

R: TCTCTGTCGCAAGTGGAACAC

(24)

(35)

(22)

miRDB

miRDB

　

량은 miR-149-5p의 감소를 보 던 사구체 혈관간세

포를 통해 확인하 고. Fig. 4와 같이 SV40 MES 13 

세포에 Gb3와 lyso-Gb3를 각각 처리한 경우 모든 표

적 유전자들의 발현량이 증가한 것을 볼 수 있었다.

5. 동물 모델에서의 miR-149-5p의 표적 유전자 

  발현량 확인

세포 모델을 통해 확인 된 miR-149-5p의 표적 유

전자들을 35주령 마우스의 신장 조직을 대상으로 확

인하 다(Fig. 5). 파브리 마우스의 신장 조직에서는 
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Fig. 5. Quantitative real-time RT–PCR analyses of Mmp9, Foxm1, Zeb1, Kif2a and Pag1 genes in wild 
type and Fabry disease mouse (35 week-old) kidney tissues. Expression levels were normalized
against expression of the housekeeping gene encoding glyceraldehyde 3-phosphate dehydro-
genase (GAPDH), and the results are reported as ratios of the marker gene expression versus 
GAPDH. The calculation of relative gene expression level was analyzed using the comparative 
Ct method (2

-ΔΔCt
). Data are presented as the mean±SE of at least three experiments (W: wild,

H: hemizygous).

Zeb1을 제외한 나머지 유전자들에서 평균적으로 발현

량이 증가한 양상을 보 지만 개체간의 차이로 인해 

유의한 결과를 보인 것은 Kif2a 유전자로 제한되었다.

고     찰

miRNA는 전사, processing, 표적 mRNA와의 상

보적 결합과 같은 여러 단계를 통해 표적 유전자의 

mRNA의 안정성을 저해시키거나 단백질 번역을 방해

함으로써 유전자의 발현 억제를 유도한다. 정상 조직에

서의 miRNA는 세포의 발달 과정 중 성장, 증식, 분화, 

그리고 세포 사멸에 이르기 까지 다양한 조절 기능을 

하며 조직이 정상적인 속도와 항상성을 유지하며 발달

하는데 중요한 역할을 한다. 반대로, miRNA의 비정상

적 발현은 신진대사 질환, 당뇨, 암과 같은 여러 질환의 

주요 원인으로 보고되고 있는데, 특히 암과 관련해서는 

암 세포의 이동, 침윤 혹은 종양 줄기 세포의 성장 조절 

인자로써 여러 메커니즘에 관여한다고 알려 져 있다
20, 

26)
. 이러한 miRNA는 혈액이나 체액 내에서 엑소좀

(exosome) 내에 갇힌 체로 순환되어 RNase 저항력

을 가짐과 동시에 주변 세포나 혹은 멀리 떨어져 있는 

조직 세포로 이동하여 여러 향을 줄 수 있다
27-29)

. 따

라서 많은 질병 연구에 있어서 생물학적 표지자로서의 

이용 가능성이 부각되고 있다.       

파브리병의 신장 질환은 사구체 경화가 진행됨에 따

라 신부전과 같은 심각한 신장 손상을 초래하게 된다. 

이미 연구된 바에 따르면, 파브리병 환자의 초기 사구

체 경화증에서 위족세포 손상과 근위세뇨관 상피세포 
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섬유화가 관찰되고 있는데, 이러한 사구체 손상의 주 

원인 메커니즘으로 근위세뇨관 상피세포의 EMT 현상

이 연구되고 있다. EMT 현상을 조절 하는 데에는 다수

의 miRNA가 관여한다. 특히, 최근에는 본 실험을 통해 

선정된 여러 miRNA중, miR-149의 기능에 대해 여러 

연구가 활발히 진행되고 있다. 요약하자면, miR-149

는 p53에 의해 조절되는 miRNA로 AKT-mTOR pa-

thway를 통한 tumor suppressor로 작용하거나, apop-

tosis를 야기시키는 기능을 가진다
30, 31)

. 또한, GIT1

이나 FOXM1과 같은 표적 유전자의 발현을 억제 시킴

으로 유방암, 비소세포 폐암, 그리고 대장암 세포의 전

이와 침윤을 저해한다
25, 32)

. 위와 같이 여러 논문에서 

miR-149 발현이 암세포의 EMT 현상을 억제하는 기

능을 확인한 바 있다면, 2015년 Cell Research에 발

표된 논문은 역으로 miR-149 하향 조절 발현이 위암

에서 EMT를 야기시킨다는 결과를 보여 줌으로써 이전

의 miR-149의 EMT 조절 능력에 힘을 더한다
33)

. 여

러 연구 자료를 비추어 보아, 본 실험실에서 진행한 

miRNA expression microarray를 통해 선별된 miRNA 

들 중, miR-149-5p의 하향 발현이 파브리병의 사구

체 섬유화에 결정적인 역할을 할 것으로 추정되었다. 

miR-149-5p의 발현이 파브리병 세포의 생물학적 

특성, 특히 신장을 구성하는 세포의 섬유화에 향을 

줄 것이라는 가정을 입증하기 위해 신장 세포에 Gb3와 

lyso-Gb3를 처리하여 배양한 후, miR-149-5p의 발

현 변화와 miR-149-5p 표적 유전자 후보군의 발현 

변화를 측정하 다. Gb3와 lyso-Gb3를 처리한 HK2

와 SV40MES13 cell에서의 miR-149-5p 발현을 보

면 SV40 MES 13에서 lyso-Gb3를 처리한 경우에만 

특이적으로 miR-149-5p 발현이 줄어든 것을 볼 수 

있었다. 반면, HK2의 경우는 둘 다 동일하게 miR- 

149-5p의 발현이 증가하 다. 이와 같이 똑같은 조건

의 Gb3와 lyso-Gb3를 처리하 을 때 세포 별 반응 

양상이 다른 것은, 본 실험실에서 이미 발표한 유전자 

microarray 결과와 비교해 보았을 때에도 비슷한 결과

를 보여 주고 있다
34)

. HK2와 SV40 MES 13에 Gb3

와 lyso-Gb3를 처리하 을 때, mRNA 뿐만 아니라 

miRNA도 세포 별로 각각 다른 양상의 반응을 보이는 

것으로 해석된다. 다음으로, miR-149-5p의 발현이 

줄어든 SV40 MES 13을 중심으로 miR-149-5p의 

표적 유전자 발현을 살펴보았다. 후보군은 miR-149- 

5p와 관련하여 이미 연구된 논문을 바탕으로 Mmp9, 

Foxm1, Zeb1을 선정하 고 또한, miRDB (http:// 

mirdb.org)를 통해 표적으로 예측된 유전자들 중 상위

권으로 선정된 Kif2a와 Pag1을 무작위 선정하 다. 특

히 Mmp9와 Foxm1 그리고 Zeb1은 EMT 현상을 직

접적으로 유도하는 역할을 하는 것으로 알려져 있다. 

Mmp9, metalloproteinase은 E-cadherin을 분해시키

는 역할을 하고 Foxm1의 경우는 Snail이라는 EMT의 

주요 단백질 발현을 유도하는 transcription factor의 

발현을 증가시킨다. Zeb1역시 EMT의 주요 표지자로 

cancer에서는 metastasis와 관련하여 많은 연구가 되

어 있다
22, 24, 25, 35, 36)

. 예상한 대로, miR-149-5p의 

하향 발현에 뒤따른 표적 유전자들의 상향 조절 발현 

현상이 관찰되었고 특히 표적 유전자들 중 여러 유전자

들이 EMT와 관련되어 있는 점으로 미루어 보아 miR- 

149-5p가 파브리병에서의 사구체 섬유화 및 EMT에

서도 주요한 역할을 할 것으로 기대된다.

이러한 결과가 파브리 마우스의 주령과도 연관되는

지 확인하기 위해, 파브리 마우스의 주령을 21주령과 

42주령으로 확대시켜 보았다. 21주와 35주령 마우스

의 경우 정상 마우스에 비해 miR-149-5p의 발현량

이 평균적으로 낮아진 것을 볼 수 있었지만 42주령의 

경우는 오히려 늘어난 것을 볼 수 있었다. miR-149- 

5p의 표적 유전자의 경우, 35주령 마우스의 신장 조직

에서 혈관간세포 모델의 패턴과는 달리 파브리 마우스 

조직들이 정상 마우스 조직에 비해 높게 발현되지 않았

다. 이는 아마도 세포 모델에서 본 것과 같이 miR- 

149-5p의 발현이 세포 별로 각각 조절되는 양상이 다

르고, 또한 마우스들의 신장 조직을 채취할 때, 각 샘플

을 구성하는 다양한 세포 군들의 조합 비율이 다르기 

때문에 나타난 결과일 것으로 추측된다. 

파브리병을 이해하기 위해 α-Gal A 녹아웃 마우스 

모델은 파브리병의 질환 모델로 사용되어 왔다. GLA 

유전자 제거로 인해 α-Gal A 효소의 활성이 낮아져 

간이나 신장과 같은 여러 장기에 Gb3가 축적될 뿐만 
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아니라, 실제 사람 환자와 같이 혈청 내의 Gb3와 

lyso-Gb3의 농도 또한 높아져 있어서 파브리 병을 연

구하는데 아주 유용하게 쓰이고 있다. 하지만 파브리 

마우스 모델이 주요 병인적 특성은 보이는데 반해, 평

균적으로 정상 마우스들과 비슷한 수명과 임상적으로 

정상의 표현형을 지니고 있다는 것이 마우스 모델이 지

니는 한계점이다. 주령이 늘어 감에 따라 기관 내의 Gb3 

축적량이 높아지긴 하지만 그 농도는 파브리 환자 대비 

약 25%의 농도밖에 못 미치고 있다. 이전 논문에 따르

면 파브리 마우스의 정상 표현형은 마우스의 Gb3 생산 

능력이 사람에 비해 떨어지는 데에서 기인 할 수 있고, 

따라서 Gb3 생산성을 향상시킴으로써 파브리 환자가 

지니는 신장, 혈관, 신경 질환 양상을 유도할 수 있음을 

제안한다
37)

. 이외에도 각각의 기관 혹은 혈청 내의 Gb3 

및 lyso-Gb3 농도와 이 물질에 대한 민감도, 그리고 

각 잔기의 잔여 효소 활성도는 마우스 개체간 표현형적 

변이를 높이는 요소로 작용하기 때문에 마우스 모델 사

용의 효율성을 제한한다. 

본 실험은 파브리병에서의 신장질환에 대한 생체지표

를 확보하기 위하여 miRNA의 발현을 분석하여 miR- 

149-5p의 생체지표로서의 가능성과 함께 miR-149- 

5p의 발현감소가 EMT를 통한 파브리병에서의 사구체 

섬유화에 관여할 것이라는 가능성을 제시한 것에 그 의

의를 지니고 있다. 하지만 더 정확하고 유의한 결과를 

얻기 위해서는 마우스 모델에서의 신장 조직에서 각각

의 세포를 분리하여 실험을 진행하는 것과 더불어 환

자의 조직 또는 혈액에서도 확인할 필요가 있다. 또한, 

miR-149-5p 외에도 miRNA expression array를 

통해 선정된 다른 miRNA 후보군들에 대한 심화 연구

도 필요할 것으로 보인다. 

요     약

본 연구에서는 파브리병의 마우스 모델과 세포모델

을 대상으로 miRNA expression microarray를 적용

시켜 질환 모델과 정상 대조군 간의 전체 miRNA의 발

현 차이를 조사하 고, 발현량에서 차이를 보인 특정 

miRNA를 선별한 후, 해당 miRNA의 표적 유전자의 

발현량 변화를 살펴보아 파브리병의 신장병변에 대한 

바이오마커 발굴과 발병기전을 알아보고자 하 다. 

MicroRNA array 결과, 파브리 마우스 신장 조직의 경

우, 1,247개의 분석 대상 miRNA 중 5개가 발현이 증

가되어 있으며 3개가 발현이 감소되어 있음을 확인하

다. 그 중에서 miR-149-5p의 발현이 파브리 마우

스의 신장에서 2배 이상 감소되어 있으며, 특히 35주

령 이하의 파브리 마우스에서 이러한 감소현상이 나타

남을 확인하 고, 또한 lyso-Gb3를 처리하여 배양한 

SV40 MES 13 세포에서도 miR-149-5p의 발현이 

감소됨을 알 수 있었다. miR-149-5p의 발현감소는 

EMT와 관련된 유전자의 발현을 증가시킴을 확인하

다. 본 연구를 통해 miR-149-5p의 생체지표로서의 

가능성과 함께 miR-149-5p의 발현감소가 EMT를 

통한 파브리병에서의 사구체 섬유화에 관여할 것이라

는 가능성을 제시하고 있다.
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