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It has already been reported that short neuropeptide F (sNPF) stimulates feeding behaviors in a wide 
variety of insect species. In the present study, we cloned cDNA, encoding a sNPF receptor homologue 
from a silkworm, Bombyx mori, named BsNPF-R. The amino acid sequence of BsNPF-R was compared 
with those of sNPF-R thus far reported, which is shared with humans (36%), mice (34%), zebrafish 
(35%), and fruit flies (51%), respectively. A BsNPF-R protein's mass was theoretically estimated to be 
42,731 Da and it is a putative plasma membrane-penetrating protein. The mRNA expression of 
BsNPF-R was tested; the results showed that a strong expression was detected at the midgut, post-silk 
gland, Malpighian, and testis; however, a weak expression was at the fat body, hemocyte, and ovary. 
In addition, the synthesized sNPF of a silkworm regulated the BsNPF-R mRNA expression through 
the cell-based functional analysis. 
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서   론

국내 곤충산업은 2010년 ‘곤충산업의 육성 및 지원에 관한 

법률’을 발표 및 ‘제1차 곤충산업 육성 5개년 계획(2011-2015)’ 

수립을 통해서 곤충자원 조사 및 유용곤충 발굴, 곤충자원의 

R&D 강화, 곤충농가 육성지원, 전문인력 양성 및 교육 강화를 

내용으로 정책적 곤충산업 저변 확대를 모색하고 있다. 곤충

사육농가가 정부의 지원을 통해 지속적으로 늘어나고 있지만 

체계적 곤충자원 R&D를 통한 농가 생산성 증대가 요구되고 

있다. 곤충자원의 활용은 농식품, 의약품, 화장품, 기능성 바이

오소재 및 산업신소재 등과 생체모방 공학 등의 융복합 영역

으로 대폭 확대될 전망이다. 또한, 친환경 농산물에 대한 관심 

증가에 따라, 고품질 유기농 농산물 생산을 지향하는 농가가 

증가할 것으로 예상되며 친환경 유해곤충 방제 원천기술 개발

과 천적곤충 수요가 증가하고 있다. 국내의 곤충 산업 규모는 

지속적으로 증가하고 있으나, 영세성을 벗어나지 못한 소규모 

1차 산업이 대부분이며 고부가가치의 2차 산업으로 전환 필요

하며, 곤충산업을 미래농업의 신성장동력으로 활용하기 위해 

유용 곤충자원의 생산성 증대 및 효율적 양산을 위한 기초 

R&D 연구가 요구되고 있다. 또한, 유해곤충은 농가 생산력 

저하 및 인체 전염병 창궐 등의 사회 경제적 문제를 야기하고 

있어 다양한 방제 및 관리가 요구되고 있지만, 친환경 방제 

시스템 및 생태계 친화적 접근 방법에 대한 연구가 미비하다. 

농업과 환경, 식품안정성, 소비자 건강을 동시에 고려하는 신

개념 곤충자원 활용 산업을 창출할 수 있을 것이다. 

Insulin은 동물의 성장-대사-노화에 중추적인 역할을 한다. 

초파리(Drosophila melanogester)에서는 insulin과 동일한 역할

을 하는 insulin-like peptides (Dilp)가 뇌의 특수한 신경세포

에서 생산되는 것 알려져 있다[8]. Dilp의 발현을 조절하는 인

자가 short neuropeptide F (sNPF)와 sNPF receptor (sNPF-R)

이다[14]. sNPF는 포유동물의 mammalian neuropeptide Y 

(NPY)에 해당한다. 지금까지 보고된 sNPF와 sNPF-R의 생물

학적 기능은 다음과 같다. sNPF는 Arthropoda phylum에 진

화적으로 널리 퍼져있다, 그러나 아직까지 non- arthropod 종

에서의 존재는 알려지지 않고 있다. sNPF-R의 cloning은 

Drosophila에서 처음으로 성공하였다[12]. Drosophila sNPF와 

sNPF-R의 발현조절에 의해서 개체의 크기가 조절하였다. 즉, 

sNPF는 ERK-mediated insulin발현을 조절하여 성장과 수명

- Note -
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Fig. 1. Alignment of BsNPF-R sequences. The amino acid sequence of the B. mori sNPF receptor is compared to those of 

other species. From top to bottom, aligned sNPF receptor sequences are: and silkworm (Bombyx mori NP_001127729.1), 

human (Homo sapiens NP_000901.1), mouse (Mus musculus NP_032757.2), zebrafish (Danio reio XP_001332759.1) and 

fruit fly (Drosophila melanogaster NP_001262086.1). At the bottom of the amino acid sequences, identical amino acid 

residues are shaded black (*), partial similar sequences are shaded gray (:) and light gray (·). Dashed- lines indicate 

no identical amino acid sequences. 

을 조절한다[9-11]. sNPF mutant는 FOXO-sNPF 기전의 발현

을 통하여 습식행동을 조절한다[6]. sNPF가 과발현된 초파리

는 습식행동의 변화 없이 수면을 촉진함으로써 sNPF가 sleep- 

promoting 인자임이 보고되었다[16]. Starvation은 누에(Bom-

byx mori) brain과 CNS의 sNPF의 발현을 조절함으로써 적극

적으로 습식행동을 조절하였다[13]. 이집트 메뚜기(Schistocer-

ca gregaria)에서는 다른 곤충에서와는 반대로 sNPF의 과발현

이 습식을 저해하는 결과를 얻었으며, 영양의존적으로 sNPF

전사를 조절하는 것이 보고되었다[4]. sNPF가 stage-specific하

게 juvenile hormone의 생합성을 억제하여 곤충 metamor-

phosis에 중요한 인자인 것이 알려졌다[7]. 불개미(Solenopsis 

invica)의 sNPF는 아미노산 잔기의 변화를 통해서 기능연구가 

수행되었다[1]. 굴(Crassostrea gigas) sNPF-R의 기능으로 대사

과정 중에 에너지저장에 중요한 역할 하는 것이 보고되었다

[3]. 농어(Dicentrarchus labrax)에서 진화적으로 잘 보존된 3종

류의 sNPF가 뇌에서 발현, 말라리아 모기(Anopheles gambiae) 

sNPF-R는 forskolin-stimulated cAMP생산을 저해하였다[5, 

15]. 이처럼 각각 다른 동물에서 다양한 기능을 하기에 sNPF- 

R의 세포내 혹은 개체 내에서 어떤 생리적 기능을 담당한다고 

결론을 내릴 수는 없다. 본 연구에서는 누에의 sNPF-R cDNA

를 cloning하여 개체내 발현, 발생단계별 발현양상, sNPF에 

의한 발현변화를 관찰하였다. 이 결과는 sNPF-R기능연구에 

중요한 밑거름이 될 것이다.

재료 및 방법

RNA 분리

Total RNA분리는 Trizol reagent (Invitrogen, Carlsbad, 

CA, USA)를 사용하였다. 3 MM paper를 이용하여 수분을 제

거한 누에(B. mori, Jam123 × Jam124)의 조직 혹은 배양세포를 

1.5 ml tube에 넣고 500 μl의 RNA isolation buffer를 첨가하여 

lysis 시킨 후 100 μl의 chloroform을 넣어 충분히 섞어주었다. 

13,000 rpm, 4℃에서 10분 동안 원심 분리하여 약 250 μl의 

상등액을 취하여 새로운 tube에 옮긴 후 동량의 isopropanol

을 첨가하였다. 실온에서 10분 정도 침전반응 유도한 후 13,000 

rpm, 4℃에서 10분 동안 원심분리하고, 75% ethanol을 500 

μl로 세척하여 total RNA을 얻어 RNase-free water로 녹인 

후 nonodrop (Thermo Scientific, USA)을 이용하여 정량하였

다.
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Fig. 2. Phylogenic tree of BsNPF-R and its schematic structure on the cytoplasm from the different species. (A) Amino acid 

sequences were analyzed by NCBI program; the phylogenetic tree was constructed using the neighbor-joining method. 

The length of the section indicates the relative distances between the sequences. (B) Black boxes are transmembrane 

(TM)-domains on the cytoplasm membrane estimated by both programs of TMHMM Server v. 2.0. and ExPASy program 

(http://www.expasy.org). The GenBank accession numbers are as follows, Homo sapiens (NP_000901.1), Pan troglodytes 

(NP_001012655.1), Bos taurus (NP_776826.1), Mus musculus (NP_032757.2), Rattus norvegicus (NP_076458.1), Canis famil-

iaris (XP_005629430.1), Gallus gallus (NP_001026299.1), Caenorhabditis elegans (NP_509725.21), Danio rerio (XP_001332759.1), 

Bombyx mori (NP_001127708.1), Drosophila melanogaster, (NP_001262086.1), Apis cerana (XP_320180.1).

BsNPF-R 동정 및 분석

BsNPF-R cDNA동정은 기본적으로 BLAST program을 바

탕으로 Conserved Domain Databases (NCBI, National 

Center for Biotechnology Information)와 Motif Databases 

(GenomeNet, Institute for Chemical Research, Kyoto Univer-

sity, Japan)를 이용하였다. BsNPF-R의 PCR산물은 TOPO TA 

Cloning® plasmid (Invitrogen)에 sub-cloning하여 염기서열

을 최종 확인하였다(GenBank accession # NGR-A11: KT 

224452). BsNPF-R의 분석은 ExPASy (http://www.expasy. 

org)와 NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)를 이용하였다. 

RT-PCR

BsNPF-R 유전자에 해당하는 primer를 이용하여 reverse 

transcription-PCR을 수행하였다. 본 실험에 사용된 primer는 

다음과 같다. BsNPF-R-FOR (5‘-ACGCCTGGTTGAATGAA 

AAC-3‘), BsNPF-R-REV (5’- CGCTGAAATGTGACTCCTCA- 

3‘). Total RNA 3 μg과 oligo-dT를 섞어 80℃에서 3분 동안 

열 변성 시킨 후, 10 x buffer, dNTP, MML-V, RNase inhibitor 

등이 포함된 용액과 혼합하여 42℃에서 90분간 반응시켜 

cDNA를 합성하였다. cDNA를 증폭시키기 위해서 해당 pri-

mer를 이용하여 95℃에서 30초, 56℃에서 30초, 72℃에서 30

초로 28회 반응하여 전기영동으로 확인하였다.

결과 및 고찰

포유동물의 경우는 4가지 subtype의 neuropeptide Y (NPY) 

receptor (Y1, Y2, Y4 & Y5)가 각각 다른 장기에서 독립적으로 

발현되는 것이 알려져 있다[2]. 본 실험에서 cloning된 누에의 

sNPF receptor (BsNPF-R) cDNA는 381개의 아미노산으로 구

성되어있으며 분자량은 42,731 Da으로 계산된 plasma mem-

brane관통형의 단백질이다(GenBank KT224452). Fig. 1에서 

보는 것과 같이 BsNPF-R는 아미노산수준에서 human과 36%, 

mouse와 34%, zebrafish와 35%, fruit fly와 51%의 상동성을 

각각 보인다. BsNPF-R가 다른 종의 sNPF-R보다는 곤충인 초
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Fig. 3. The expression level of BsNPF-R mRNA. Expression BsNPF-R mRNA was analyzed from the various tissues of silkworm 

by RT-PCR. (B, C) Samples were obtained at different developmental stages from egg to adult and from 1st to 5th 

instars. (D) Bm5 cell was treated with different BsNPF peptides (#1: SPSRRLRFG, #2: TPVRLRFG, #3: APSMRLRFG), 

(E) with different combination of sNPF peptides, (F) with different combination of doses and times of sNPF3. All 

bar graphs in the Fig. 3 represent the average of three RT-PCR values. BsNPF peptides were synthesized in Anygene 

Co., Gwangju, Korea.

파리의 sNPF-R와 가장 높은 상동성을 보이며, BsNPF-R 단백

질의 양 말단보다는 막 관통영역에서 더욱 높은 상동성을 보

인다. 이는 sNPF-R의 막 관통영역이 생명체의 공통된 기능을 

수행하기 위하여 잘 보존되어있는 것으로 추정할 수 있다. 

지금까지 보고되어있는 대표적인 sNPF-R와 BsNPF-R의 진

화관계를 알아보았다. 초파리와는 동일한 시점에서 나뉘어졌

지만, 꿀벌과는 더욱 이른 시간에 척추동물과는 거의 동일한 

시점에서 진화적으로 나뉘어졌다(Fig. 2A). 그리고 대표적인 

sNPF-R와 BsNPF-R의 plasma membrane영역을 모식적으로 

비교한 결과 누에는 총 6번 막을 관통하는 것에 비하여 hu-

man, mouse, zebrafish, fruit fly는 7번 막을 관통하였다(Fig. 

2B). 이 같은 차이는, 사막에 서식하는 이집트 메뚜기(Schisto-

cerca gregaria)의 sNPF 기능이 다른 곤충과는 반대로 습식저해 

기전에 깊이 관여하는 것과 같이, 곤충이 생활하는 주위환경 

및 습식의 종류에 따라서 아주 다양성 기능을 가지게 되는 

것을 생각된다. 누에는 오직 뽕잎이라는 제한된 습식에 의한 

기초대사기전의 특이성이 있는 것으로 추정된다. 이처럼 다양

한 곤충들의 특이적인 sNPF와 sNPF-R 기능은 성공적인 각각

의 곤충습식을 가능하게 하는 중요한 조절인자로 추정된다. 

BsNPF-R 유전자가 5령 누에의 각종장기(지방체, 혈림프, 

중장, 후견사선, 말피기관, 난소, 정소)에서 발현하는 정도를 

조사하였다. Fig. 3A에서 보는 것과 같이 지방체, 혈림프, 난소

에서는 발현이 아주 미미한 것에 비하여 중장, 후견사선, 말피

기관, 정소에서 상대적으로 강한 발현양상을 보였다. 특히, 중

장에서는 지방체를 기준 약 35배 이상, 말피기관과 정소에서 

약 25배의 높은 발현양상을 보였다. 이와 같이 중장에서 가장 

강한 발현을 보이는 것은 BsNPF-R가 누에의 식습행동에 아주 

중요한 역할을 담당하는 것으로 설명할 수 있다. 발생단계별 

BsNPF-R 유전자발현은 알에서 애벌레에서는 큰 변동이 없다

가 성체가 되는 바로 전단께인 번데기에서부터 발현량이 현저
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하게 감소하는 양상을 보인 결과 성체에서 가장 약한 발현양

상을 보인다(Fig. 3B). 이 결과는 누에의 뽕잎 식습에는 neg-

ative BsNPF-R 유전자발현이 중요하게 작용하는 것으로 추정

할 수 있다. 애벌레시기의 BsNPF-R 유전자발현을 조사한 결

과 전체적으로 높은 발현을 보이지만 애벌레초기(1령 1일)때

에 가장 강한 발현을 보이고 4령 1일차에 가장 약한 발현을 

보였다. 그러나 애벌레 마지막 시기인 5령 5일째까지 1령 1일

의 약 80%정도의 비교적 높은 발현을 유지하였다(Fig. 3C). 

BsNPF-R 유전자가 누에 sNPF 3종류에 의해서 어떻게 발현변

화를 나타내는지를 실험하였다(100 nM/μl, 30분). 발현의 강

도는 sNPF1 < sNPF2 < sNPF3 순으로 나타났다. 결국 sNPF3 

처리에 의해서 BsNPF-R 유전자발현이 대조군에 비교하여 약 

1.7배, sNPF2에 의해서 약 1.5배, sNPF1에 의해서 약 1.2배정

도 상승하였다(Fig. 3D). sNPF3에 각각의 sNPF1, sNPF2을 함

께 처리할 때에 BsNPF-R 유전자발현변화를 시험한 결과 

sNPF3 단독으로 처리한 것 보다 상승 발현을 유도하지는 않았

다(Fig. 3E). sNPF3 단독처리의 조건변화(dose/time)에 의한 

BsNPF-R 유전자발현을 시험하였다. 5 μl를 처리하였을 때에 

처리시간이 1시간에서 3시간으로 길어지면 발현이 높아지는 

양상이 10 μl를 처리할 때도 동일하게 나타났다. 결국 sNPF3

처리에 의한 최고의 BsNPF-R 유전자발현 조건은 0.5 µM을 

3시간 동안 처리하였을 때이다(Fig. 3F). 이처럼 합성 sNPF에 

의해서 BsNPF-R 유전자발현이 조절되는 것으로 보아 본 연구

에서 cloning된 BsNPF-R 유전자는 pseudogene이 아닌 것이 

증명되었다. 앞으로 연구는 합성 sNPF를 사용한 정밀한 re-

ceptor–ligand kinetics실험이 배양세포에서 이루어질 것이

다.
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초록：누에 short neuropeptide F receptor (BsNPF-R)의 cDNA cloning
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누에(Bombyx mori)에서 short neuropeptide F (sNPF) receptor를 encoding하고 있는 cDNA를 cloning하여서 

BsNPF-R라고 이름을 붙였다. BsNPF-R는 이미 보고된 sNPF-R들과 아미노산 수준에서 사람(36%), 쥐(34%), 제브

라피쉬(35%), 초파리(51%)와 상동성을 보였다. BsNPF-R는 계산적으로 분자량이 42,731 Da이고 원형질막을 관통

하는 단백질이다. BsNPF-R 유전자발현은 중장, 후견사선, 말피기관, 정소에서 강한 반면 지방체, 혈세포, 난소에서 

약하게 발현하였다. 그리고 합성된 sNPF에 의해서도 BsNPF-R의 유전자발현이 조절되었다.
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