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ABSTRACT

예쁜꼬마선충(Caenohabditiselegans)을 이용한

망간항상성이 병원균 감염에 미치는 영향에 대한 연구

JuLeeSun

Advisor:Prof.HoonJeongCho

MajorinBiologyEducation

Nramp(Natural resistance-associated macrophage protein) is a manganese

transporter in macrophage functionally conserved in bacteria and eukaryotes.

Manganese(Mn),which isrequired in smallamountsfunctions asa cofactorfor

mostantioxidants,and also known as a superoxide scavenger.Itisalso known

that mouse defective in Nramp is susceptible to pathogen. Three Nramp

homologues, smf-1,smf-2,and smf-3,have so far been identified in the

nematode,Caenorhabditis elegans.GFP promoter assay revealed intestinal

expressionsofsmfgenesfrom earlyembryonicstagesandtheseexpressions

weremaintainedthroughtheadultstages.smfdeletionmutantshavesensitivity

toexcessmanganese.Interestingly,defectivesmfscausehypersensitivitytothe

pathogen,Staphylococcusaureusbutnottothenon-pathogenicBacillussubtilis,

andtheirsensitivitywererecoveredbymanganesefeedingorknockdownofa

Mn homeostasisrelated gene,theGolgicalcium/manganeseATPase,pmr-1,

indicatingthatmanganeseuptakeisessentialfortheinnateimmunesystem.We

proposethatC.elegansintestinallumenprovideagoodandasimplemodelfor

macrophagephagosomeespeciallyinMn-mediatedinnateimmunesystems.
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Ⅰ.서론(INTRODUCTION)

활성산소(reactiveoxygenspecies;ROS)는 유산소 세포에서 에너지가 생산되는

과정 중에 발생된 산소분자와 그 화학적 파생 생성물의 분자 집단이다.(1)정상적으

로는 활성산소(ROS)와 이를 제거하는 항산화 물질이 평형을 이루지만 활성산소

(ROS)등의 산화물질이 과다 생성되거나 항산화 물질이 부족해지면 산화 스트레스

(oxidativestress)가 유발된다.활성산소는 반응성이 크기 때문에 지질,DNA,단백

질에 손상을 주고 노화,자가 면역질환,알츠하이머병(Alzheimer'sdisease),파킨슨

병(Parkinson's disease),암 등의 주요 발병원인이 된다.(2)(3) 반면,대식세포

(macrophage)나 호중구(neutrophil)와 같은 면역계 세포들이 활성산소(ROS)의 강력

한 산화반응을 이용하여 몸 안으로 침입한 미생물이나 바이러스를 공격하는 방어용

무기로 사용되며,세포내 신호전달에 있어서 중요한 역할을 수행한다.
(4)
이는 불필

요한 유해물질로 인식되던 활성산소의 유익한 역할 중 하나이다.이와 같이 활성산

소(ROS)는 양날의 칼처럼 잘 쓰면 유용하고 잘못 쓰면 자신을 해하게 된다.

일반 세포는 대사과정 중 발생한 활성산소에 대한 방어기작을 가지고 있다.세포

내에 생성되는 활성산소를 제거하는 체계로 과산화 이온(superoxideanion)을 처리

하는 망간-항산화효소(Mn²⁺-SOD;Mn²⁺-superoxidedismutase)와 과산화수소수를

제거하는 카탈라아제(catalase),그리고 항산화 비타민(vitaminC,E)및 유비퀴논

(ubiquinone)등이 있다.
(5)
그 중 망간-항산화효소(Mn²⁺-SOD)는 미토콘드리아 내에

존재하며,산화적 인산화 과정에서 생성되는 슈퍼옥사이드라디칼(O2
-
)또는 수산화

라디칼(OH-)과 같은 산소 유리기(freeradical)를 제거하여 산화적 손상으로부터 세

포를 보호하는 항산화 역할을 한다.
(6)
일반적으로 망간(Mn²⁺)은 생체 필수 금속으

로 과당의 합성,골형성,카테콜아민 대사와 멜라닌 세포의 정상적인 기능에 관여하

고,생체효소반응 중 피루브산 키나아제(pyruvate kinase),글리코실 전이효소

(glycosyltransferase)및 지방산 합성에 관련된 효소반응의 보조인자로서 작용한

다.
(7)
또한 망간(Mn²⁺)은 망간-항산화효소(Mn²⁺-SOD)의 보조인자로써 그리고 그

자체로 항산화 기능을 갖는다.
(8)(9)
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망간(Mn²⁺)은 자연에 존재하는 생체필수금속으로 미량원소 중 하나지만 과량의

망간은 세포에서 자유 라디칼 농도를 증가시켜 세포막 등의 불포화지방산에서 과다

한 지질과산화반응을 초래하여 세포의 구조적 손상,기능장애 및 괴사를 유발한

다.(10)(11) 즉,망간(Mn²⁺)은 적정농도에서는 항산화제로 작용하지만,고농도에서는

산소 유리기를 생성함으로써 독성을 유발한다.
(12)

이 연구에서는 망간(Mn²⁺)의 항산화 능력과 선천면역의 관계를 밝히고자 한다.

이 실험에 사용한 예쁜꼬마선충(Caenorhabditiselegans;C.elegans)은 토양세균

을 먹고사는 토양 선충의 일종으로 성체의 크기가 1mm정도이고 몸통이 투명하여

관찰이 용이하다.한 마리당 평균 300개 자손을 낳으며,알에서부터 성체가 되기까

지 걸리는 시간이 약 3일로 짧은 생활사를 갖는다(그림 1a,b)
(13)(21)

.예쁜꼬마선충

(C.elegans)은 L1,L2,L3,L4의 4단계 유충시기를 거쳐 성체가 된다(그림 1c)(21).

예쁜꼬마선충(C.elegans)의 성은 자웅동체(hermaphrodite,)와 수컷(male,♂)의

두 가지로 구성되며,이러한 특성은 돌연변이의 유지 및 다중 돌연변이 제조를 용

이하게 한다.또한 게놈 연구 등으로부터 얻은 방대한 정보를 쉽게 이용할 수 있다.

DNA 미세주입(microinjection)등을 통해 형질전환(transgenicanimal)을 만들 수

있고 RNA 간섭실험(RNA interference;RNAi)을 이용하여 쉽게 특정 유전자의 기

능을 억제할 수 있어 유전자의 기능연구에 적합하다.또한 녹색형광단백질(green

fluorescentprotein;GFP)을 이용하여 생체 내(invivo)에서 유전자 발현 양상 등의

연구가 가능하다.(13)

이와 같은 예쁜꼬마선충(C.elegans)의 장점을 이용하여 연구자는 숙주-병원균

관계에서의 망간(Mn²⁺)의 역할에 대한 연구를 수행하였다.자연-저항 대식세포 연

관 단백질(Nramp;Naturalresistance-associatedmacrophageprotein)은 망간수송

체로 알려져 있으며 이 유전자의 결함은 대식세포(macrophage)의 면역기능을 약화

시킨다.
(14)(15)(16)

이러한 사실로부터 망간(Mn²⁺)이 선천면역에 중요한 역할을 할 것

으로 추측된다.
(17)

면역계에서 철(Fe2+)에 관한 연구는 많이 진행되고 있으나 망간(Mn²⁺)에 관한 연

구는 그렇지 못하다.이 연구에서는 망간(Mn²⁺)과 선천면역과의 관련성을 단순모델
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시스템인 선충을 이용하여 연구하고자 한다.실험에 사용된 예쁜꼬마선충(C.

elegans)의 smf유전자가족(smfgenefamily)은 사람의 자연-저항 대식세포 연관

단백질(Nramp)과 높은 유사도[70%의 유사도(identity)/55%의 일치도(homology)]를

갖는다.병원균은 한국농업미생물자원센터(KoreanAgriculturalCultureCollection;

KACC)로부터 선충에 대한 치사율이 높은 병원균(pathogen)인 황색포도상구균

(Staphylococcu saureus; KACC.11596)과 비병원균(non-pathogen)인 고초균

(Bacillus   subtilis;KACC.10854)을 분양받아 사용하였다.그리고 병원균감염을 비

롯한 여러 가지 스트레스로부터 저항성과 민감성을 갖는다고 알려진 예쁜꼬마선충

(C.elegans)의 돌연변이 daf-2와 daf-16을 대조군으로 사용하였다.이들은 인슐린

유사 기작에 관련되어 있다고 알려져 있으며,daf-2돌연변이는 정상 선충보다 2배

의 수명을 보이고 반대로 daf-16은 짧은 수명을 갖는다.daf-2는 daf-16의 상위조절

자이며 daf-16의 발현을 저해한다고 알려져 있다.
(18)
daf-16은 전사조절자로 각종

항산화효소 및 항산화 관련 유전자의 발현을 조절한다고 알려져 있다.
(19)

최근 항생제 오남용으로 인한 내성 박테리아의 등장으로 인류의 건강이 위협받고

있다.이는 더 강력한 항생제의 개발을 요구한다.하지만 현재로서 항생제의 개발속

도가 병원균의 내성능력 획득 속도를 따라가지 못하고 있다.무엇보다 항생제 치료

가 아닌 새로운 치료방법 개발이 필요한 실정이다.그러므로 이 연구는 선천면역계

를 보다 잘 이해하고 연구에 적합한 모델동물시스템을 확립하여 병원균에 대항하는

새로운 치료법의 개발에 필요한 정보를 제공하고자 수행되었다.
(20)
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Ⅱ.재료 및 방법(materialsandmethods)

A.예쁜꼬마선충 스트레인(C.elegansstrain)과 배양조건

정상형 및 돌연변이 선충 스트레인(strain)[N2(wild type),smf-1(ok1748)X,

smf-2(gk133)X,smf-3(ok1035)IV,daf-16(m26)I과 daf-2(e1370)III]은 미국의 미네소

타대학에 위치한 예쁜꼬마선충 유전학 센터(C.elegansGeneticsCenter;CGC)로부

터 얻었다.배양에 이용된 선충배지(NematodeGrowthMedia;NGM)는 1리터(L)기

준으로 Tris-Hcl0.55㎎,Trisbase0.24㎎,Tryptone3.1㎎,NaCl2.0㎎,Bacto-agar

17㎎,Cholesterol1ml(5mg/mlin95% ethanol)를 넣고 멸균시킨 후 6cm 플라스틱

플레이트(#10060,SPL,Korea)에 10ml씩 부어 굳힌 다음,LB액체배지에 12시간 배

양한 선충의 먹이인 대장균 E.coli(OP50)를 약 100㎕씩 도말하여 상온에서 2일정

도 키운 후 실험에 사용하였다.
(13)

교배(mating)배지는 LB액체배지에서 12시간 배양한 대장균(OP50)을 선충 배지

(NGM)에 약 10㎕정도 떨어뜨려 도말한 후 상온에서 2일정도 키워 사용하였다.이

는 예쁜꼬마선충(C.elegans)이 좁은 공간에 서식하게 함으로써 교배가 잘 이루어

지게 함이다.

B.병원균주(pathogenstrain)와 배양조건

한국농업미생물자원센터(Korean AgriculturalCultureCollection;KACC)로부터

병원성인 황색포도상구균(Staphylococcus   aureus ;KACC.11596)과 비병원성인

고초균(Bacillus   subtilis;KACC.10854)을 확보하였다.이들을 뇌심장조직배지

(Brain-HeartInfusion;BHI)에서 배양하였다.병원균 배양에 이용된 BHI액체배지

는 뇌심장조직배지분말(BactoTM Brain heartinfusion;Becton,Dickinson and

company,USA)을 1L당 37g넣었으며,BHI고체배지는 추가로 한천(Bacto
TM
agar;

Becton,Dickinsonandcompany,USA)15g을 넣어 멸균한 뒤 6cm 플라스틱 플레

이트(#10060,SPL,Korea)에 10ml씩 넣고 굳힌 후 박테리아를 도말하여 사용하였

다.황색포도상구균과 고초균은 37℃에서 6시간동안 BHI액체배지에 배양하고 BHI
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고체배지에 10㎕씩 떨어뜨려 도말한 후 37℃에서 6시간,25℃에서 6시간동안 다시

배양시켜 실험에 사용하였다.
(13)

C.smf유전자가족 프로모터 결합 녹색형광단백질(GFP)

플라스미드 제작

smf-1,smf-2,smf-3의 5'상위영역의 약 1.5～2kbDNA 조각을 연쇄중합효소반응

(PCR,Biometa;personalcycler사용)을 이용하여 획득하고,제한효소를 이용하여

클로닝(cloning)하였다.연쇄중합효소반응(PCR)의 주형 DNA(template DNA)로

smf-1과 smf-2는 코스미드 KllG12.4,smf-3는 Y69A2AR.4를 사용하였고,파이어 벡

터(firevector)pPD95.77에 이들 연쇄중합효소반응(PCR)결과물들을 제한효소[Sph

I과 XbaI(New EnglandBiolabs,Inc,USA)]를 이용하여 삽입하였다.

다음은 실험에 사용한 시발체(primer)의 서열이다.

smf-1프로모터 왼편 프라이머(smf-1promoterleftprimer):

5'-GTGTGCATGCCCAACATCAGTACCAC-3';

smf-1프로모터 오른편 프라이머(smf-1promoterrightprimer):

5'-TGCCATTCTAGA GCCAAGAAACTTG-3'

[연쇄중합효소반응(PCR)결과물 크기:1.3kb],

smf-2프로모터 왼편 프라이머(smf-2promoterleftprimer):

5'-GAAA GCATGCCAGACACCGTTTCC-3';

smf-2프로모터 오른편 프라이머(smf-2promoterrightprimer):

5'-ACGCAATGCTCTCTAGA AATCCAG-3'

[연쇄중합효소반응(PCR)결과물 크기:1.4kb],

smf-3프로모터 왼편 프라이머(smf-3promoterleftprimer):

5'-CATTGGGGGCATGCTTTGTGGA-3';
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smf-3프로모터 오른편 프라이머(smf-3promoterrightprimer):

5'-ACTCTAGGTCTAGATTTCCTGACG-3'

[연쇄중합효소반응(PCR)결과물 크기:1.45kb].

D.DNA 형질 전환체 제작 및 녹색형광단백질(GFP)발현

자웅동체의 자궁에 플라스미드(plasmid)DNA를 주입하여 형질전환체를 만들었

다.젊은 성체(youngadults)의 자궁에 smf프로모터 결합 녹색형광단백질 플라스

미드(smfpromoter::gfpplasmid)와 pRF4를 각각 30ng/㎕와 70ng/㎕ 농도로 섞어

주입하였다.형질전환의 표지자인 플라스미드(plasmid)pRF4는 돌연변이형 콜라겐

을 암호화하는 대립유전자 rol-6(su1006)를 내포하여 형질전환체를 반시계 방향으

로 회전하도록 한다.미세주입으로 얻어진 형질전환체를 분리하였고 3세대 이후 형

광현미경하에서 형광의 발현을 관찰하였다.

E.교차 교배(out-cross)와 이중돌연변이(doublemutant)

제작

결실 돌연변이 확인을 위해 네스티드 연쇄중합효소반응(nestedPCR)방법을 이용

하였다.네스티드 연쇄중합효소반응(nestedPCR)은 두 번에 걸쳐 중합효소반응을

수행하는 방법으로 단일 연쇄중합효소반응(PCR)보다 민감하여 주형의 순도가 낮은

경우에 주로 사용된다.주형 DNA는 선충을 단백질 분해효소 K(proteinaseK)가 들

어있는 용해액(lysisbuffer)에 넣고 -80℃에서 15분 얼린 뒤,65℃에서 1시간 용해

반응을 시켜 얻었다.용해액(lysis buffer)의 조성은 다음과 같다.용해액(lysis

buffer):10mM TrispH 8.2,50mM KCl,2.5mM MgCl2,0.45% Tween20,0.05%

gelatin.

네스티드 연쇄중합효소반응(nestedPCR,Biometa;personalcycle)조건은 1단계

로 94℃에서 3분 동안 DNA를 변성시키고,2단계로 55℃에서 30초,3단계로 72℃에

서 2분,4단계로 95℃에서 30초 동안 반응시켰다.2단계부터 4단계 과정을 33회 반
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복한 후 마지막 5단계로 72℃에서 5분간 신전(extension)하였다.1차 연쇄중합효소

반응의 결과물 50㎕중 1㎕를 2차 연쇄중합효소반응의 주형으로 이용하였다.연쇄중

합효소반응의 최종산물의 양은 50㎕이고 반응물의 조성은 다음과 같다.10X buffer

5㎕,dNTP3㎕ 100pmol,primer각각 0.5㎕,주형 1㎕,Klentaqpolymerase(Any

GenCo-Ctd,Korea)1㎕,증류수 39㎕.

다음은 실험에 사용한 시발체(primer)의 서열이다.

smf-1바깥의 왼편 시발체(smf-1outerleftprimer):

5'-TCGTGGTGTCAAAATAGCCA-3'

smf-1바깥의 오른편 시발체(smf-1outerrightprimer):

5'-GTGAAGATTGCCGGAAGAAC-3'

smf-1안쪽의 왼편 시발체(smf-1innerleftprimer):

5'-TCAGTTTGGCACCACGTTAG-3'

smf-1안쪽의 오른편 시발체(smf-1innerrightprimer):

5'-CGACAATCACCCACTGTTTG-3'

smf-2바깥의 왼편 시발체(smf-2outerleftprimer):

5'-GTCAACACTCGCTTCATCAC-3'

smf-2바깥의 오른편 시발체(smf-2outerrightprimer):

5'-GACTTCCAAAAATGTGGTAG-3'

smf-2안쪽의 왼편 시발체(smf-2innerleftprimer):

5'-CAGTTTTCGGATGCCATA-3'

smf-2안쪽의 오른편 시발체(smf-2innerrightprimer):

5'-ACTAAGCATGTTTCTGCACA-3'

smf-3바깥의 왼쪽 시발체(smf-3outerleftprimer):

5'-ATTAGGGAAAAGCCTGAGATGC-3'
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smf-3바깥의 오른쪽 시발체(smf-3outerrightprimer);

5'-ACAGCAAGAGTTGGAAGGATTG-3'

smf-3바깥의 왼쪽 시발체 (smf-3outerleftprimer):

5'-ATTAGGGAAAAGCCTGAGATGC-3'

smf-3바깥의 오른쪽 시발체(smf-3outerrightprimer):

5'-ACAGCAAGAGTTGGAAGGATTG-3'

교차 교배 (out-cross)

교배 배지에 10마리의 정상형 N2(wildtype)수컷(♂)과 3마리의 동형접합자 돌

연변이(hermaphrodite;)를 올려놓고 교배가 충분히 이루어진 24시간 후 무작위로

다음세대(L1～L2시기 유충)를 한 마리씩 새로운 선충배지(NGM)에 놓는다.3일 후

이들 유충은 성체가 되어 알을 낳게 되는데,이형접합자의 자웅동체가 자손을 낳으

면 그중에서 25%의 동형 접합자(homozygote)돌연변이가 나오게 된다.네스티드

연쇄중합효소반응(nestedPCR)을 이용하여 이들 중 동형접합자 돌연변이를 선별한

다.이러한 교차 교배는 smf-1,smf-2,smf-3돌연변이 각각에 대해 모두 3번에 걸

쳐 수행되었다.

이중돌연변이(doublemutant)제작

이중돌연변이를 만드는 과정도 교차 교배와 유사하다.교차 교배로 얻은 smf순

수 돌연변이들 간에 교배를 시키고,3일 후에 교배된 1세대(F1)에서 무작위로 골라

한 개의 배지 당 한 마리씩 키운다.이중돌연변이가 나올 확률은 1/16이고 네스티

드 연쇄중합효소반응(nestedPCR)을 통해서 이중돌연변이(doublemutant)를 찾는

다.이러한 방법으로 smf유전자가족들(smfgenefamily)중 smf-1과 smf-3,smf-2

와 smf-3의 교배를 통하여 이중 돌연변이 smf-1;smf-3와 smf-2;smf-3를 만들었다.

smf-1과 smf-2는 이웃유전자로 두 유전자간의 유전적 거리는 0.02CM으로 매우 가

까워 이중돌연변이(doublemutant)제작이 사실상 불가능하다.교배를 통해 나타난

자손들의 유전형 확인을 위해 네스티드 연쇄중합효소반응(nestedPCR)을 사용하였
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다.

F.고농도의 EDTA와 망간(Mn²⁺)실험

20mM EDTA(ethylenediaminetetraaceticacid)배지와 20mM MnCl2배지는 대장

균(E.coli;OP50)이 깔린 선충배지에 각각 0.5M EDTA를 400㎕,1M MnCl2를 200

㎕ 도말하여 준비하였다.이 실험에는 젊은 성체(youngadults)를 40마리씩 옮겨 2

0℃ 배양기에서 키웠으며 2일 후에 생존율을 측정하였다.실험은 총 6번에 걸쳐 수

행되었다.

G.병원균 실험(pathogentest)

한국농업미생물자원센터(Korean AgriculturalCultureCollection;KACC)로부터

얻은 병원균(pathogen)황색포도상구균(Staphylococcus   aureus;KACC.11596)과

비병원균(non-pathogen)고초균(Bacillus   subtilis;KACC.10854)은 37℃에서 뇌심

장조직(BHI)액체배지에서 12시간 배양하고,뇌심장조직 고체배지에 도말하였다.도

말한 뇌심장(BHI)고체배지에 37℃에서 약 6시간,20℃에서 약 6시간을 배양한 후

선충을 40마리씩 올려놓았다.실험은 총 6번에 걸쳐 실시하였다.

망간(Mn²⁺)섭취 병원균 감염 실험에서는 L2단계의 유충을 1mM의 망간(Mn²⁺)

이 함유된 선충배지(NGM)에 24시간 배양한 후,일반 선충배지(NGM)에 옮겨 12시

간 배양된 선충을 실험에 사용하였다.

예쁜꼬마선충(C.elegans)이 배지를 가볍게 두드리는 작업(tapping)후에도 반응

이 없거나 인두(pharynx)에서 저작 작용인 펌핑(pumping)을 하지 않는 경우를 죽

은 것으로 판단하고 기록하였다.
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Ⅲ.결과(Result)

A.예쁜꼬마선충(C.elegans)과 인간의 자연-저항 대식세

포 연관 단백질(Nramp)유전자 유사체,smf유전자 가족

(smfgenefamily)

예쁜꼬마선충(C.elegans)smf-1,smf-2,smf-3간의 유사도는 smf-1과 smf-2간에

80%의 유사도와 67%의 일치도를 보이고,smf-1과 smf-3은 54%의 유사도,70%의

일치도를 보인다.smf-2와 smf-3간의 유사도와 일치도는 각각 70%와 54%이다.예

쁜꼬마선충(C.elegans)smf-1의 아미노산 개수는 562개이고 smf-2와 smf-3는 각

각 465개와 666개이다(그림 2a).

예쁜꼬마선충(C.elegans)의 smf유전자가족 돌연변이들은 자연-저항 대식세포

연관 단백질(Nramp)유전자와는 70%정도의 유사도와 55%정도의 일치도를 보였고,

효모(yeast)의 smf가족과는 50%의 유사도와 30%의 일치도를 보였다(그림 2b).

smf-1과 smf-2는 성염색체 X상에 존재하고 smf-3상염색체 Ⅳ에 존재한다.X염

색체상에서 smf-1과 smf-2유전자는 mdl-1과 acr-3사이에 존재하며 두 유전자간

의 유전적 거리와 물리적 거리는 각각 0.02CM과 약 1kb로 매우 가깝다(그림 3a).

smf-3는 상염색체 Ⅳ에서 ngn-1과 nhr-242사이에 존재한다(그림 3b).

B.smf프로모터(promoter)에 의해 조절되는녹색형광단백

질(GFP)의 발현양상

코스미드(cosmid)KllG12.4와 Y69A2AR.4를 각각 smf-1,smf-2와 smf-3의 주형

으로 연쇄중합효소반응(PCR)을 이용하여 프로모터로 예상되는 5’상위부분 약 1.5∼

2kb를 확보하였고,이들을 스탠포드 대학의 앤드류 파이어 박사 실험실에서 제작된

선충유전자 발현 벡터인 파이어벡터 pPD95.77에 제한효소 SphI과 XbaI을 이용하

여 녹색형광단백질(GreenFluorescentProtein;GFP)유전자 앞에 삽입시켰다(그림

4).이 플라스미드들을 정상형 선충의 자궁에 미세 주입시켜 형질전환체를 확보하
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였고 이를 초기 배 발생단계에서부터 성체에 이르기까지 형광현미경에서 관찰한 결

과 smf-1과 smf-3프로모터의 조절을 받는 녹색형광단백질 유전자는 내장세포에서

강하게 발현되었다.smf-2의 경우 녹색형광단백질의 발현이 관찰되지 않았다.이는

전사에 필요한 요소가 결핍되었음을 의미한다.

smf-1프로모터 결합 녹색형광단백질 플라스미드(smf-1promoter::gfpplasmid)

로 형질 전환된 선충은 초기 배 발생 단계에서부터 성체에 이르기까지 내장세포에

서 강한 발현을 보였다.또한 배설세포,상피세포,머리 쪽 신경세포,음문세포 등에

서 형광이 관찰되었다(그림 5A-E).

smf-3프로모터 결합 녹색형광단백질 플라스미드(smf-3promoter::gfpplasmid)

를 획득한 형질 전환체 역시 내장세포에 강한 형광을 보였으며 다른 조직에서는 형

광이 관찰되지 않았다(그림 5F).

C.smf유전자가족 돌연변이 교차 교배 및 이중돌연변이

제작

이 실험에 이용된 smfs돌연변이는 역유전학적 방법(reversemutagenesis)으로

얻어진 결실 돌연변이(deletion mutant)로 예쁜꼬마선충 유전학 센터(C.elegans

GeneticsCenter;CGC,미국의 미네소타 대학에 위치)로부터 받았다.이들 돌연변

이체들(smf-1,smf-2,smf-3)은 교차 교배(out-cross)가 되지 않은 것으로 정상형

N2와 3번에 걸친 교차 교배를 통해 순수 돌연변이를 확보하였다.자웅동체 smfs돌

연변이와 정상 돌연변이 수컷을 교배하여 이형 접합자를 얻었고,이들 중 자웅동체

를 각각 한 마리씩 한 배지에 옮겼다.2일 후에 각각의 배지로부터 일부 선충을 포

획하고 단백질 분해효소 K(proteinaseK)를 처리한 후,네스티드 연쇄중합효소반응

(nestedPCR)의 주형으로 사용하여 smf동형접합자 돌연변이를 만들었다(그림 6).

이중돌연변이(doublemutant)를 만드는 과정도 교차 교배(out-cross)와 유사하다.

세 차례의 교차 교배를 통해 얻어진 순수 smfs돌연변이 간에 교배를 통해 이중 돌

연변이 이형접합자 자웅동체를 확보하였다.이들을 자가 수정을 시키면 자손들 중

16분의 1의 확률로 이중돌연변이 동형접합자를 얻을 수 있었다.이들의 유전형을
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확인하기 위해 네스티드 연쇄중합효소반응(nestedPCR)을 이용하였다(그림 7).

smf-1의 경우 1차 연쇄중합효소반응에는 시발체로 smf-1바깥의 왼편 시발체

(smf-1 outer leftprimer)와 smf-1 바깥의 오른편 시발체(smf-1 outer right

primer)를 사용하였고,2차 네스티드 연쇄중합효소반응(nestedPCR)에서는 smf-1

안쪽의 왼편 시발체(smf-1innerleftprimer)와 smf-1안쪽의 오른편 시발체(smf-1

innerrightprimer)를 시발체로 사용하였다.정상형의 경우 네스티드 연쇄중합효소

반응(nestedPCR)의 예상크기는 3158bp이고 smf-1돌연변이(ok1748)는 959bp결실

되었으므로 돌연변이 동형접합자의 경우 2199bp의 결과물이 나온다.smf-2(gk133)

와 smf-3(ok1035)돌연변이의 경우 네스티드 연쇄중합효소반응(nestedPCR)결과

물의 크기는 정상형과 결실 돌연변이에 대해 각각 1248bp와 800bp,그리고 약

3500bp와 1700bp이다.

D.smf유전자 가족 돌연변이들의 높은 농도 EDTA,망간

(Mn²⁺)에서의 생존율

선충의 smf유전자가족 돌연변이들이 망간(Mn²⁺)의 항상성에 관련되어 있는지

확인하기 위해 2가 이온 킬레이트인 EDTA를 처리한 환경과 고농도의 망간을 처리

한 환경에서의 생존율을 측정하였다.실험에는 일반 선충배지(NGM),20mM EDTA

가 포함된 선충배지(NGM+20mM EDTA),20mM의 망간(Mn²⁺)이 포함된 선충배지

(NGM+20mM MnCl2)에 각각 40마리의 선충들을 올려놓은 후 20℃에서 배양하였

고,3일 후의 생존율을 조사하였다.그래프는 이 실험을 6번 반복하여 평균값으로

나타낸 것이다.smf유전자가족 돌연변이들의 대조군으로 인슐린 관련 돌연변이인

daf-2와 daf-16이 사용되었다.아무것도 처리하지 않은 일반 선충 배지(NGM)에서

자라는 생존율을 살펴보면 모두 약 98%의 높은 생존율을 나타내었으나 20mM

EDTA환경에서는 정상형 생존율(약 80%)에 비해 smf유전자가족 돌연변이는 약간

낮은 생존율(60～70%)을 보였다.20mM MnCl2을 함유한 고농도망간 환경에서는

smf가족 돌연변이의 생존율이 정상형에 비해 급감하였다.특히 이중돌연변이들
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(doublemutant)은 단일 smf유전자가족 돌연변이 보다 더 큰 민감성을 보였다(그

림 8).

E.smf유전자가족 돌연변이들의 병원균 민감성 테스트

smf유전자가족 돌연변이들의 선천면역 관련성을 조사하기 위해 민감성 테스트

를 실시하였다.병원균(pathogen)으로는 황색포도상구균(Staphylococcus aureus;

KACC.11596)을 사용하였고 대조군으로 비병원성인 고초균(Bacillus   subtilis;

KACC.10854)과 열처리로 죽인 황색포도상구균(Staphylococcus aureus;KACC.

11596)을 이용하였다.40마리의 예쁜꼬마선충(C.elegans)을 배지로 옮겼고 3일 후

의 생존율을 측정하였다.비병원성균인 고초균(Bacillus subtilis)에 대해서는 선충

대부분이 90% 이상의 생존율을 보였다.반면 선충에 대해 병원성을 나타낸다고 알

려진 황색포도상구균(Staphylococcusaureus)에서 정상형 N2는 약 75%의 생존율을

보였고,smf유전자가족 돌연변이는 약 50%의 생존율을 보였다.여러 가지 스트레

스로부터 저항성을 갖는다고 알려진 daf-2돌연변이체는 상대적으로 90%의 생존율

로 높은 저항성을 보였고,스트레스에 민감하다고 알려진 daf-16은 약 70%의 생존

율을 보였다.이러한 병원균의 병원성은 열처리 후 사라졌다.그래프에서 보듯이 죽

은 황색포도상구균(Staphylococcus aureus)을 처리한 경우 비병원성 고초균

(Bacillus   subtilis)을 처리했을 때와 마찬가지로 정상형과 모든 돌연변이체에서

90% 이상의 높은 생존율이 나타남을 확인할 수 있다(그림 9).

F.망간(Mn²⁺)과 smf유전자가족 돌연변이들의 병원균 민감성

과의 상관관계

앞의 병원균 실험에서 살아있는 황색포도상구균(Staphylococcusaureus)에 대해

smf유전자가족 돌연변이들이 큰 민감성을 보였다.망간(Mn²⁺)결핍에 의해 병원균

에 대한 민감성이 증가한 것으로 예상되며 망간(Mn²⁺)과 선천면역의 관계를 확인

하기 위해 선충의 성장 과정 중 망간(Mn²⁺)을 투여하였다.smf유전자가족 돌연변
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이들과 대조군의 L2단계 유충을 1mM MnCl2가 함유된 선충배지(NGM)에 하루정

도 배양하고,다시 하루정도 일반 선충배지(NGM)에서 배양하여 외부 표피나 장내

에 남아있을지 모를 망간(Mn²⁺)을 씻어 주었다.그런 다음 병원균 배지에 올려놓고

3일 후의 생존율을 확인한 결과 모든 종류의 선충들의 생존율이 증가하였다.특히

평균 50% 정도였던 smf유전자가족 돌연변이들의 생존율이 약 80%정도로 회복되

었다.또한 세포질 내에 존재하는 망간(Mn²⁺)을 세포 밖으로 분비한다고 알려진 골

지-망간 수송체인 pmr-1을 RNA간섭방법(RNAi)으로 저해한 결과,1mM 망간(Mn²

⁺)을 투여한 실험과 유사하게 병원균에 대한 저항성을 보였다(그림 10).
(20)
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Ⅳ.토론(Discussion)

이 연구에서는 예쁜꼬마선충(C.elegans)을 모델동물로 이용하여 선천면역기작에

망간(Mn²⁺)이 관련되어 있는지를 밝히고자 하였다.망간(Mn²⁺)흡수에 관련된 망간

수송체인 대식세포의 자연-저항 대식세포 연관 단백질(Nramp)의 유사체가 선충에

약 75%의 높은 유사도로 보존되어 있다.선충은 smf-1과 smf-2그리고 smf-3세

종류의 Nramp유사체를 갖고 있으며,smf-1과 smf-2는 같은 성염색체 X상에 약

1.5kb 거리로 이웃해 있으며 smf-3은 상동염색체 IV상에 존재한다.이들 선충

Nramp유사 유전자의 프로모터 부위를 녹색형광단백질(GFP)에 붙인 실험 결과,

내장세포에서 강하게 발현되었다.smf-1의 프로모터를 녹색형광단백질에 연결시킨

경우 장에서 강하게 발현되었으며 그 밖에도 신경세포,음문세포,표피세포 등에서

도 약하게 발현되었다.smf-3의 프로모터도 장에서 강한 발현을 보였으나 그 외의

부위에서는 발현이 관찰되지 않았으며,smf-2의 경우 발현이 아무 곳에서도 관찰되

지 않았다.smf-2유전자는 smf-1과의 거리가 약 1kb로 매우 가까이 위치해 있어

선충에서 흔히 발견되는 오페론(operon)관계일 것으로 추정된다.즉,smf-2유전자

는 smf-1유전자 뒤에 존재하는 오페론(operon)유전자로 smf-1유전자에 의해 발

현이 조절될 것으로 예상된다.진핵동물에서 오페론관계는 매우 드문 일이나 예쁜

꼬마선충(C.elegans)의 경우에서는 일반적인 전사 조절 기작이다.

예쁜꼬마선충 유전학 센터(CGC)로부터 확보한 smf-1,smf-2,smf-3돌연변이들

은 순수한 돌연변이를 얻는 과정인 교차 교배(out-cross)를 3번 실시한 후 실험에

사용하였다.smf돌연변이들은 2가 이온의 킬레이트인 EDTA처리 실험과 고농도

망간(Mn²⁺)처리 실험에 대해 정상형에 비해 민감성을 보였다.특히 고농도의 망간

에 대해서는 큰 민감성을 보였다.이는 smf유전자가족돌연변이들이 망간(Mn²⁺)의

항상성에 관련되어 있음을 간접적으로 보여준다.망간(Mn²⁺)은 항산화 기작에 중요

한 금속으로 알려져 있다.숙주-병원균(host-pathogen)관계에서 숙주는 병원균을

죽이기 위해 활성산소를 이용한다.하지만 활성산소는 양날의 칼처럼 잘 쓰면 유용

하지만 자칫 잘못하면 자신을 해하게 된다.자신의 칼날에 다치지 않기 위해서는

활성산소를 효과적으로 제어할 수 있어야 할 것이다.즉 항산화 기작이 필요하다.
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항산화에 주요한 (Mn²⁺)을 흡수하는 자연-저항 대식세포 연관단백질 수송체

(Nramp)의 선충 유사체들인 smf유전자가족 돌연변이들에 병원균인 황색포도상구

균(Staphylococcusaureus)을 처리한 결과,정상형에 비해 생존율이 급감하였고 이

들 병원균 감염 민감성 돌연변이의 성장과정 중 적정 농도의 망간(Mn²⁺)을 투여하

였더니 병원균 민감성 표현형이 대부분 회복되었다.또한 세포질 내에 존재하는 망

간(Mn²⁺)을 세포 밖으로 분비한다고 알려진 pmr-1의 발현을 RNA 간섭(RNAi)방

법을 이용하여 억제시켰을 때 병원균에 대한 민감성이 어느 정도 회복됨을 확인하

였다.이러한 결과로부터 숙주-병원균 관계에서 망간(Mn²⁺)이 중요한 역할을 담당

하며,이들의 항상성에 관여하는 수송체인 smf유전자가족 돌연변이들이 기능을 상

실하면 병원균 감염에 민감하다는 사실을 알 수 있었다.

망간(Mn²⁺)수송체는 두 가지 이유로 숙주-병원체 관계에서 중요할 것으로 예상

된다.첫째,숙주는 병원균의 감염에 대항하여 듀옥스(NADPH oxidase;DUOX)효

소를 이용하여 반응성 산소종을 만들고 이들 반응성 산소종로부터 자신을 보호하기

위해 항산화효소의 보조인자로 혹은 그 자체의 항산화 능력 때문에 망간(Mn²⁺)을

필요로 한다.둘째,식포(phagosome)라고 하는 갇힌 공간 내의 병원균을 효과적으

로 죽이기 위해 망간(Mn²⁺)농도를 떨어뜨린다.세균도 활성산소로부터 자신을 보

호하기 위해 망간(Mn²⁺)을 확보하려 하기 때문에 대식세포(macrophage)와 세균 간

에 망간(Mn²⁺)에 대한 경쟁이 일어난다(그림 11).

이와 유사한 기전이 선충의 장내에 존재함을 이 연구에서는 보여주고자 한다.

즉,예쁜꼬마선충(C.elegans)은 박테리아를 주식으로 하기 때문에 쉽게 병원균에

노출될 수 있다.선충은 병원균에 감염되지 않기 위해 방어 기전을 가지고 있을 것

이다.선충의 장내부는 마치 병원균을 삼켜 가둔 대식세포(macrophage)의 식포

(phagosome)와 유사하며 식포막에 존재하고 식포 내 망간(Mn²⁺)을 대식세포질로

수송하는 인간의 자연-저항 대식세포 연관 단백질 유전자(Nramp)의 선충 유사체인

smf의 발현을 조사한 결과 장에서 강하게 발현됨을 보여주었다.또한 인간의 자연-

저항 대식세포 연관 단백질 유전자(Nramp)돌연변이가 척추동물에서 병원균 민감

성 표현형을 보였듯,선충의 smf유전자가족 돌연변이 역시 병원균의 공격에 취약
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하였다.이 연구를 통해 숙주-병원균 관계의 연구를 위한 단순 동물 모델 시스템을

확립하였고 망간(Mn²⁺)투여 실험에서 보여준 망간섭취에 의한 면역력 향상은 새

로운 병원균 대항 치료법개발에 도움을 줄 것으로 기대된다.
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그림 1.예쁜꼬마선충(C.elegans)의 소개

a)예쁜꼬마선충(C.elegans)는 토양에 서식하는 선충의 일종으로,자웅동체와 수

컷의 두 가지 성을 가지며,실험실에서 쉽게 배양이 가능한 대장균을 먹는다.성체

의 크기는 약 1mm이며 몸통이 투명하여 관찰이 용이하다.녹색은 인두,남색은 생

식선,자궁은 파란색이고 내장은 보라색으로 표시하였다.크기 막대는 0.1mm이다.

b)선충의 절단면을 보여주는 그림으로 내장세포들을 보라색으로 표시하였다.내

장 세포내에 속이 비어있는 내강(lumen)이 보인다.

c)예쁜꼬마선충(C.elegans)의 자라는 단계는 크게 4단계로 나뉘고 예쁜꼬마선

충(C.elegans)의 생활사는 20℃의 환경에서 약 3일의 생활사를 갖는다.파란색 숫

자는 단계별 소요 시간을 나타낸다.알을 낳고 난할 과정이 9시간 정도로 진행되고

부화한다.이후 L1단계를 거쳐 L2단계의 유충이 되고 8시간 후에 L3,다음 8시간

뒤엔 L4가 되며 L4로부터 10시간 뒤에 완전한 성체가 된다.만약 먹이가 떨어지게

되면 L1단계에서 L2와 L3단계로 가지 않고 다우어(dauer)단계로 가게 된다.이 단

계에서 약 몇 달 정도 먹이를 먹지 않고도 생존할 수 있다.이들은 먹이가 공급되

면 다시 L4단계로 편입된다.
(21)



- 19 -

내장세포
(intestinal cells)

a) b)

내장세포
(intestinal cells)

내장세포
(intestinal cells)

a) b)

C)
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그림 2a.예쁜꼬마선충(C.elegans)smf유전자가족 사이의 유사도

예쁜꼬마선충(C.elegans)의 smf-1과 smf-2는 80%정도의 유사도와 67%의 일치

도를 보이고,smf-1과 smf-3은 54%의 유사도와 70%의 일치도를 보인다.smf-2와

smf-3간의 유사도는 70%,일치도는 54%이다.선충과 인간의 자연-저항 대식세포

연관 단백질 유전자(Nramp)유사체인 smf가족간에는 약 70%의 유사도와 50%이

상의 일치도를 보인다.
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그림 2b.예쁜꼬마선충(C.elegans)smf유전자가족과 다른 종의 유사체간의

일치도 및 유사도

예쁜꼬마선충(C.elegans)의 돌연변이 smf-1,smf-2,smf-3과 인간의 자연-저항

대식세포 연관 단백질 유전자(Nramp)의 유사도는 70%정도이고,일치도는 55%이

다.예쁜꼬마선충(C.elegans)의 smf유전자가족과 효모(yeast)의 smf가족 간에는

50%정도 유사도와 30%정도의 일치도를 보였다.(Id/Ho)앞에 위치한 숫자는 일치도

(Id;identity)이고,뒤에 위치한 숫자는 유사도 (Ho;homology)이다.
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Human Yeast

Nramp1 Nramp2 smf1(yeast) smf2(yeast) smf3(yeast)

smf-1(worm)
55/73

(Id/Ho)
58/76 29/47 28/49 30/50

smf-2(worm) 53/69 56/72 30/47 30/49 30/50

smf-3(worm) 57/73 55/74 28/47 30/49 30/48

Id:Identity

Ho:Homology
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그림 3.smf유전자가족의 물리적지도(physicalmap)와 유전적지도(genetic

map)

smf-1과 smf-2는 성 염색체 상에 존재하며 유전적 지도상에는 mdl-1과 acr-3

유전자 사이인 -2.52CM과 -2.54CM에 위치한다.물리적지도(physicalmap)상

위치는 smf-1은 성염색체 X의 6723021∼6719625bp에,smf-2는 6718419∼6716313bp

에 존재한다.이 연구에 사용된 결실 돌연변이 smf-1(ok1748)과 결실 돌연변이

smf-2(gk133)의 결실부위 각각 959bp와 448bp위치를 빨간색 선으로 표시하였고

발현연구에 이용된 프로모터 예상부위는 진한 녹색 화살표로 표시하였다(a).

smf-3은 상염색체 IV의 유전적 지도상 -6.98CM에 위치하며 물리적 지도상에는

2618930∼2625435bp에 위치한다.smf-3(ok1035)결실돌연변이는 엑손 4번부터 8번

까지 약 1800bp가 결실되었다.발현연구를 위해서는 약 2kb의 5’상위부위가 이용되

었다(진한녹색 화살표)(b).
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(a)

(b)
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그림 4.smf프로모터 결합 녹색 형광 단백질(GFP)플라스미드 제작

smf-1,smf-2,smf-3의 5'상위영역을 연쇄중합효소반응(nestedPCR)을 이용해 확

장하였다.연쇄중합효소반응의 주형으로(template) 코스미드(cosmid) KllG12.4와

Y69A2AR.4가 각각 이용되었고,이들은 제한효소 SphI과 XbaI을 이용하여 파이

어 벡터(firevector)pPD95.77에 삽입되었다.파란색 화살표는 주형을 나타낸다.네

스티드 연쇄중합효소반응(nested PCR)으로 증폭되어 클로닝된 각각의 크기는

smf-1은 1.3kb,smf-2는 1.4kb,smf-3은 1.45kb이다.
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그림 5.smf프로모터(promoter)에 의해 발현되는 녹색형광단백질(GFP)

smf-1promoter::gfp(A-E)와 smf-3promoter::gfp(F)의 형광 발현이 형광현미경

하에서 관찰되었다.smf-1promoter::gfp는 배 발생단계(B)부터 성체(A)에 이르기까

지 장에서 강하게 발현되었다(A의 화살표 머리와 D).또한 배설세포(A의 화살표),

상피세포(C의 화살표 머리),신경세포(C의 화살표),음문세포(E의 화살표)등에서 발

현되었다.smf-3promoter::gfp역시 장에서 강하게 발현되었다.

사이즈 바의 크기는 50㎛이다.
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그림 6.smf결실 돌연변이의 교차 교배

교배 배지에 정상형 N2(wild-type)수컷 10마리와 2마리의 자웅동체들을 올려놓

고 24시간 후 다음세대의 L1～L2시기(stage)자손들을 한 마리씩 선충배지(NGM)

로 옮긴다.3일후면 L1～L2시기(stage)의 선충들은 성체(adult)가 되어 알을 낳게

된다.이형접합자 자웅동체의 자손 중에서 25%는 동형접합자 돌연변이다.이를 네

스티드 연쇄중합효소반응(nestedPCR)방법을 이용하여 이들 중 동형접합자 돌연변

이를 선별한다.이 작업을 3번 반복한다.정상형 N2(wild-type)의 크기 smf-1은

3158bp,smf-2는 1248bp그리고 smf-3은 약 3500bp이다.결실 돌연변이형의 크기

smf-1은 2199bp,smf-2는 698bp그리고 smf-3은 약 1700bp이다.
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그림 7.smf이중돌연변이 제작

교차 교배를 통해 얻어진 smf유전자가족 돌연변이 순종으로부터 자웅동체와 수

컷을 분리하고 smf유전자가족 돌연변이 간에 교배하였다.3일 후에 교배되어 나온

다음 세대인 F1에서 무작위로 찾아 한 배지 당 한 마리씩 키운다.여기서 이중돌연

변이가 나올 확률은 1/16이다.이중돌연변이는 네스티드 연쇄중합효소반응(nested

PCR)을 통해서 찾았다.이중돌연변이는 smf-1과 smf-3그리고 smf-2와 smf-3간

에 이루어졌다.
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그림 8.정상형 N2,인슐린유사기작 돌연변이 daf-2,daf-16그리고 smf유전자

가족 돌연변이들의 높은 농도의 EDTA,망간(Mn²⁺)에서의 생존율

정상형 N2,단일 smf유전자가족 돌연변이,smf유전자가족 이중돌연변이,각종

스트레스에 저항성을 갖는 daf-2돌연변이와 민감성을 보이는 daf-16돌연변이가

실험에 이용되었다.유충 L4단계를 갓 지난 성체(adultstage)를 20mM EDTA,

20mM MnCl2를 함유한 선충배지에 40마리씩 올려놓고 20℃에서 배양하였다.2일

후 각각의 생존율을 조사하였고 이와 같은 실험을 총 6회 실험하여 평균값을 그래

프로 나타내었다.검정막대는 아무것도 처리하지 않은 일반 선충 배지에서의 생존

율을 나타내며 고농도 EDTA와 고농도 망간 환경에서의 생존율은 각각 어두운 회

색막대와 밝은 회색막대로 나타내었다.
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그림 9.정상형 N2,인슐린 유사기작 돌연변이 daf-2,daf-16그리고 smf유전

자가족 돌연변이들의 비병원균 고초균(Bacillus   subtilis),병원균 황

색포도상구균(Staphylococcus aureus), 죽은 황색포도상구균

(Staphylococcusaureus)상태에서의 생존율

정상형 N2(wildtype),단일 smf유전자가족 돌연변이,smf유전자가족 이중돌연

변이,각종 스트레스에 저항성을 갖는 daf-2돌연변이와 민감성을 보이는 daf-16돌

연변이가 실험에 이용되었다.유충 L4 단계를 갓 지난 젊은 성체들을 병원균

(pathogen)황색포도상구균(Staphylococcusaureus;KACC.11596),비병원성인 고초

균(Bacillus   subtilis; KACC.10854)과 열처리로 죽인 황색포도상구균

(Staphylococcusaureus)을 배양한 뇌심장조직배지(BHI)에 40마리씩 올려놓고 20℃

에서 배양하였다.2일 후 각각의 생존율을 조사하였고 이와 같은 실험을 총 6회 실

험하여 평균값을 그래프로 나타내었다.검정막대는 비병원균 고초균(Bacillus   

subtilis)이 처리된 배지를 나타내며 황색포도상구균(Staphylococcusaureus)과 열처

리로 죽인 황색포도상구균(Staphylococcusaureus)환경에서의 생존율은 각각 밝은

회색막대와 어두운 회색막대로 나타내었다.
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그림 10.망간(Mn²⁺)을 보충하거나 pmr-1RNA간섭방법(RNAi)처리한 정상형

N2,daf-2,daf-16그리고 smf유전자가족 돌연변이들의 병원균인 황

색포도상구균(Staphylococcusaureus)에서의 생존율

정상형 N2(wildtype),단일 smf유전자가족 돌연변이,smf유전자가족 이중돌연

변이,각종 스트레스에 저항성을 갖는 daf-2돌연변이와 민감성을 보이는 daf-16돌

연변이가 실험에 이용되었다.유충 L4단계를 갓 지난 젊은 성체들을 1mM MnCl2

선충배지(NGM)에 약 24시간 정도 키운 뒤 다시 일반 선충배지(NGM)에서 약 24시

간동안 배양하였다. 그 후에 선충을 병원균(pathogen) 황색포도상구균

(Staphylococcusaureus)에 40마리씩 올려놓고 20℃에서 배양하였다.2일 후 각각의

생존율을 조사하였고 이와 같은 실험을 총 6회 실시하여 평균값을 그래프로 나타내

었다.검정막대는 황색포도상구균(Staphylococcusaureus)을 처리한 배지의 생존율

을 나타낸 것이고 망간을 처리한 배지와 골지-망간(Golgi-Mn)펌프로 알려진

pmr-1을 RNA 간섭(RNAi)방법으로 처리한 배지는 각각 밝은 회색막대와 어두운

회색막대로 나타내었다.
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그림 11.대식세포(macrophage)와 선충 내장의 선천면역 모델

대식세포(macrophage)는 병원균이 숙주내로 들어오면 식포(phagosome)를 형성하

고 식포 내부로 듀옥스(NADPH oxidase;DUOX)에 의해 만들어진 활성산소(ROS)

를 주입하여 병원균을 죽이는 식균기작을 한다.이 과정에서 무기인 활성산소(ROS,

붉은 번개모양)로부터 숙주 자신은 해를 입지 않기 위해 항산화기작을 필요로 한

다.망간 수송체인 자연-저항 대식세포 연관 단백질(Nramp,노란 원)은 식포내의

망간을 세포질 쪽으로 이동시킨다(A). 이와 유사한 기작이 예쁜꼬마선충(C.

elegans)의 내장에 존재할 것으로 예상된다(B).자연-저항 대식세포 연관 단백질

(Nramp)의 유사체인 smf가족은 붉은색 원으로 표시하였고,장세포에서 강하게 발

현되었다.smf가족 돌연변이들은 자연-저항대식세포 연관 단백질(Nramp)돌연변

이가 저하된 면역기능을 앞선 실험에서 보여 주듯이 병원균의 감염에 매우 민감하

였다. 수송된 망간은 대식세포(macrophage)의 망간-항산화효소(Mn-superoxide

dismutase;Mn-SOD)작용에 보조인자로 이용된다.망간 수송으로 인해 낮아진 식

포내의 망간농도는 병원균을 더욱 효과적으로 산화시키도록 한다(A).
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