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< 요 약 문 >

연구분야(코드) T1 과제번호 1110060

과 제 명 TMEM39 유전자의 세포 주기 및 증식에서 역할 규명

연구기간/연구비
(천원)

합계 2011년 1월 1일 ～ 2011년 1월 1일 210,000

1차년도 2011년 1월 1일 ～ 2011년 12월 31일 110,000

2차년도 2012년 1월 1일 ～ 2012년 12월 31일 100,000

과제책임자
성 명 심재갈

소 속 비교생명의학연구과

색인단어
국문 TMEM39, 세포 주기, 증식, 핵공, 예쁜꼬마선충

영문 TMEM39, Cell cycle, Proliferation, NPC, C. elegans

◆ 연구목표
<최종목표>

TMEM39의 세포 주기, 증식 및 개체 발생에서의 기능을 규명하고 새로운 표적 가능성 확인

<당해년도 목표>

TMEM39와 NPC와의 상호작용 규명

- TMEM39와 NPC의 SEC13과의 생화학적 작용 관계 규명

- TMEM39와 NPC의 SEC13과의 유전학적 작용 관계 규명

◆ 연구내용 및 방법

- TMEM39A의 발현을 확인한 결과, 유방암에서 높게 나타남.

1) Human protein atlas등의 database의 검색을 통해 TMEM39A의 발현이 많은 암종을 찾음.

주로 유방암과 전립선암 등에서 발현이 증가된 것으로 확인됨.

2) 유방암 환자에서 정상 조직과 암 조직에서의 실제 TMEM39A 발현 정도를 확인하기 위해

RT-PCR을 수행하여 mRNA 발현 정도를 비교함: 그 결과 암 조직에서 과발현을 확인함.

3) ER+와 ER-인 몇 가지 유방암 세포 주에서도 RT-PCR을 수행함: ER-세포에서 발현 높음.

- TMEM39의 발현 규명: 선충에서 suro-2/TMEM39는 대부분의 세포에서 발현됨.

1) 선충에서 TMEM-39의 발현을 규명하기 위해, suro-2/TMEM-39 promoter와 GFP를 이용

하여 발현을 관찰: hypodermis를 비롯한 대부분의 세포에서 발현된다는 것을 확인하였음.

2) 선충에서 TMEM-39와 GFP를 이용한 여러 Reporter gene construct를 제작하여 형질전환

선충을 제작함 : 그 결과 TMEM39의 발현이 세포질에서 넓게 발현되는 것을 확인함.

3) TMEM39A에 대한 항체를 구입하여 유방암 세포주인 MDA-MB-231 세포에서 세포 주기

에 따른 면역화학염색을 통해 TMEM39A의 발현을 관찰함: TMEM39A는 세포 주기에 따라

동적인 발현 변화를 보임.
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-TMEM39 mutant 표현형 분석: 초기 배발생의 문제와 collagen 분비의 문제가 발견됨.

1) 선충에서 TMEM-39의 돌연변이 개체인 suro-2 mutant에서 초기 배발생의 문제점을 파악

하기 위해, 630x 배율의 고해상도 간섭차 현미경에서 세포 분열의 양상을 비교 관찰함.

2) 선충 초기 배에서 세포 분열의 문제점을 자세히 파악하기 위해 suro-2 mutant에서

histone-2B::GFP (H2B::GFP)를 관찰함: 그 결과 aneuploidy가 생기는 것을 확인함.

3) TMEM-39의 cuticle formation에서의 기능을 확인하기 위해, suro-2 mutant에서

ROL-6::GFP와 COL-19::GFP의 발현 변화를 관찰함: collagen 분비가 심각하게 영향을 받음.

-SURO-2/TMEM39A와 NPP-20/SEC13의 관련성: 동일 complex에 존재하며 기능이 유사함.

1) suro-2와 상호작용할 것으로 예상되는 유전자는 SEC13의 상동체인 npp-20 RNAi를 수행

함: Rol phenotype을 suppression하는 것을 관찰하였음.

2) TMEM39A 항체로 IP를 수행하였음: SEC13이 같은 complex에 존재하는 것을 확인함.

3) SURO-2:GFP와 NPP-20::DsRed를 동시 발현하는 선충에서 각각의 유전자에 대한 RNAi 수

행: SURO-2와 NPP-20 두 단백질의 발현은 서로에게 의존적임을 확인함.

◆ 연구성과

-정량적 성과

구분 달성치/목표치
1)

달성도(%) 비고

SCI 논문 편수 4/4 100

IF 합 14.2/16 88.8
최종 마무리

논문 투고 예정

기타 성과 학회발표 3건

1) 총연구기간내 목표 연구성과로 기 제출한 값

* 내년에 최종 논문을 투고하여 앞으로 2년 내에 목표치를 초과할 것임.

* 발표한 논문 목록

PLoS one(교신저자, IF=4.1)

Biochemical Pharmacology(제1저자. IF=4.8)

Febs letters(교신저자, IF=3.6)

Oncology Report(제1저자, IF=1.7)

-정성적 성과

최초로 TMEM39의 기능을 선충을 이용해 밝힘: 선충의 TMEM39 homolog인 suro-2 유전자를 클로

닝하였고, mutant의 분석을 결과로 suro-2가 배발생과 대단위 단백질 분비에 중요한 역할을 한다는

것을 규명하고 있음. 이 내용은 내년에 논문을 준비하여 투고할 것임.

◆ 참여연구원

(최종연도 참여인원)
성 명 심재갈, 이기호, 조성관, 최정화

※ 요약문의 총분량은 2page 이내로 제한함
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편집순서 5 : 요약문 (영문)

Project Summary

Title of Project Functional analysis of TMEM39 in the cell cycle and proliferation

Key Words TMEM39, cell cycle, cell proliferation, NPC, C. elegans

Project Leader Jaegal Shim

Associated Company

Our purpose is to elucidate functions of TMEM39 in mitosis, cell proliferation and organism

development for the examination of TMEM39 as a novel cancer target.

Background: Extracellular matrix (ECM) is important in many biological processes including

cell-cell interaction, signal transduction, cell adhesions and cancer metastasis. As a major

component of ECM, collagens and collagen-like proteins compose superfamilies in various

species. Collagen synthesis requires eight specific post-translational enzymes, some of

which are attractive targets for the development of drugs to inhibit collagen accumulation in

fibrotic diseases. C. elegans is a powerful research model to study ECM organization

because developmen of worm includes 4 molting processes from L1 larva to adult. We

mutagenized jgIs4, which expresses mutant ROL-6 collagens and shows a rolling phenotype,

and screened SUppressor-of-ROl (suro) mutants to identify new ECM regulators. We

initially identified suro-1 mutant ion in the ORF R11A5.7 which encodes a putatvie

zinc-carboxypeptidaseA (CPA). SURO-1/CPA is involved in cuticle oragnization and

expressed in the hypodermis. The suro-1 transcription seems to be occurred at the basal

level in the intestine and hypodermis normally. However, suro-1 is highly induced at L1/L2d

molt when worms are starved. Further genetic anlaysis reveals that suro-1 expression at

L1/L2d molt is depended on DAF-16/FOXO transcription factor, which is involved in many

important biological processes such as stress response, dauer formation, longevity and innate

immunity. Next, we identified suro-2 which is very interesting because it shows defects

both in embryogenesis and in cuticle formation. The suro-2 mutant has a nonsense mutation

in D1007.5 which encodes a putative transmembrane protein39A(TMEM39A).
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Methods: Our main tool is genetic analysis using suro-2 mutant and RNAi. We made many

fusion gene construct and performed microinjection to get transgenic worms. We also used

mammalian cell culture system to prove that suro-2/TMEM39 and npp-20/SEC13 are in the

same COPII complex. We almost used fluorescent microsopy to observe the local change of

some fusion proteins. In addition, we observed the cuticle structure of the suro-2 mutant by

electron microscopy.

Results: The expression level of TMEM39A is high in several cancer cell lines, and its

expression pattern seems to be highly associated with cell cycle. SEC13 and TMEM39

participate in the same COPII complex. SURO-2::GFP and NPP-20::DsRed were also

co-localized in the hypodermal cells of C. elegans. The physical interaction and the similar

knockdown phenotype of npp-20/SEC13 and suro-2 suggest that TMEM39A play critical

roles in the early embryogenesis by regulating mitosis and the cuticle formation through the

secretory pathway.

※ 연구목표, 연구방법, 연구성과를 영문으로 요약하여 2쪽이내의 분량으로 작성
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구분 목표 내용 및 범위

1차년도

(2011)

TMEM39의 발현과 세포 주기

조절 단계 규명

- TMEM39의 세포 내에서 정확한 발현 위치와 세포

주기에서의 발현 변화를 관찰

- TMEM39의 돌연변이 개체에서의 세포 증식과 개

체 발생에서의 표현형을 규명

2차년도

(2012)

TMEM39와 NPC와의

상호작용 규명

-TMEM39와 NPC의 SEC13과의 생화학적 작용 관

계 규명

- TMEM39와 NPC의 SEC13과의 유전학적 작용 관

계 규명

1. 연구의 최종목표

TMEM39의 세포 주기, 증식 및 개체 발생에서의 기능을 규명하고 새로운 표적 가능

성 확인

2. 연구의 내용 및 결과

(1) TMEM39를 발현하는 D1007.5가 suro-2 mutant의 원인 유전자임 .

- suro-2 mutant는 자손을 적게 낳고, 생식기 발생이 비정상적임.

suro는 suppressor-of-rol-6의 줄임말로, suro-2 mutant는 변이형 콜라젠(collagen)인 ROL-6를 발현하

는 형질전환 개체의 Rol phenotype을 suppression하는 스크린에서 동정되었음. suro-2 mutant는 특이

하게도 큐티클 형성에 관여하는 phenotype이 주된 것이 아니라, 배발생(embryogenesis)에서 문제가 되

거나 생식기 발생에서 문제가 됨. 그림1A는 정상 개체에 비해 suro-2 mutant가 알을 낳는 개수가 현저
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하게 줄어드는 것(250개 vs 30개)을 보여줌. 그림1B는 성체에서 생식기 발생이 이상하게 되어 성체에서

protruding vulva가 된 모습과 L4 유충에서 vuval invagination이 비대칭적으로 일어나는 것을 보여줌.

그림1C는 vulval cell marker인 cadherin(CDH-3::GFP)의 발현이 suro-2 mutant의 생식기 오른쪽 부위

일부가 나타나지 않는 것을 보여줌. 이러한 관찰 결과는 SURO-2가 초기 배발생 단계의 세포 분열과

후기 유충 발생 단계에서 생식기를 구성하기 위한 세포 분열에 중요한 역할을 하는 것을 나타냄.

- suro-2 mutant의 원인 유전자는 D1007.5임.

suro-2 mutant의 원인 유전자를 규명하기 위해서, suro-2 mutant를 CB4857 strain과 교배하여, 1600

개체의 F2에서 PCR을 이용해 SNP를 확인하는 방식으로 mapping을 진행하였음. 그 결과 최종적으로 1

번 염색체의 -1.12와 -0.9 사이에 위치하며, Physical map상으로는 194kb 정도에 영역에 위치한다는 것

을 확인함(그림2A). suro-2 mutant는 느리게 자라고 자손의 수가 너무 적기 때문에, 직접적으로 후보

fosmid를 microinjection하여 형질전환 개체를 제작하는 레스큐(rescue) 방법을 사용하기 부적합함. 대안

으로 선충의 게놈 데이터베이스(www.wormbase.org)에서 mapping 영역에 있는 모든 유전자를 검색하

여, 그 중 12개의 후보 유전자를 선정하여 ROL-6 transgenic line인 jgIs4에 RNAi를 먹여 Rol

phenotype을 suppression하는 유전자를 찾음. 유일하게 D1007.5 RNAi만이 suro phenotype을 나타내는

것을 확인하였음(그림2B).

다음 단계로 D1007.5를 포함하는 fosmid인 WRM067cA07을 야생형 N2 strain에 microinjection하여 형

질전환 개체를 얻고, 이 개체를 suro-2jgIs4와 교배하여 최종적으로 suro-2jgIs4;ExWRM067cA07 개체

에서 정상적인 Rol phenotype을 관찰하였음(그림2C). 그림에서 화살표는 transgenic marker인

pCFJ90(myo-2p::mCherry)를 가리킴. 이 레스큐된 개체에서 배발생의 문제도 해결되었는지 알기 위해

자손의 수를 비교해 본 결과, 온전히 야생형의 자손 수만큼 회복된 것을 확인할 수 있었음(그림2D).
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- suro-2 mutant는 D1007.5/TMEM39에 nonsense mutation을 가지는 것으로 확인됨.

D1007.5는 인간의 transmembrane protein 39(TMEM39)의 상동체를 발현할 것으로 예상되며, 유전자

수준에서직접적인 돌연변이를 확인하기 위해 suro-2 mutant의 genomic DNA를 준비하여 DNA 염기서

열을 분석하였음. 그 결과 W187이 stop codon으로 바뀐 것을 확인할 수 있었음(그림3A). SURO-2는

여러 개의 transmembrane(TM) domain을 가지는 것으로 예상되는데, 선충에서 suro-2는 alternative

splicing에 의해 두 개의 유전자 산물을 발현함. 편의상 suro-2a와 suro-2b로 명명하였는데, SURO-2A

는 8개의 TM을 SURO-2B는 6개의 TM을 가지는 것으로 예측됨.

진화적으로 흥미로운 사실은 TMEM39가 단세포인 효모에는 존재하지 않고, 다세포 동물에만 존재한다

는 점임. 무척추 동물인 선충에는 유일하게 하나의 TMEM39인 SURO-2가 존재하고, 척추동물인 제브

라피쉬부터 TMEM39A와 TMEM39B 두 개가 존재함. SURO-2는 인간의 TMEM39A와 TMEM39B 각

단백질에 대해 27%의 아미노산 배열의 동질성(identity)을 가짐. TMEM39A와 TMEM39B는 아미노산

배열에서 52%의 동질성을 가짐. 이러한 점에서 TMEM39 유전자는 다세포 동물에 특화된 역할을 수행

하고, 복잡한 고등동물에서 필요성이 증대되어 유전자가 duplication된 것임을 추측할 수 있음.

(2) TMEM39A의 암에서 과발현되어 있음

- TMEM39A의 발현이 유방암 환자 조직에서 높음

SURO-2가 특히 선충의 초기 embryogenesis에 필요하다는 것은 암세포의 빠른 증식에도 필요할 가능

성이 높다고 생각됨. The Human Protein Atlas Project (http://www.proteinatlas.org/)에서 TMEM39A

와 TMEM39B의 발현을 찾아본 결과 TMEM39A의 발현이 정상세포에 비해 유방암, 전립선암, 폐암 세

포에서 높다는 것을 알 수 있었음. 실제로 TMEM39A의 발현이 암세포에서 높은지 알기 위해 유방암

환자의 정상 조직과 암 조직에서 RNA를 추출하여 RT-PCR을 수행하였음.
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그림4는 RT-PCR 결과를 보여주는 것으로, TMEM39A의 mRNA 발현이 대부분의 유방암 조직에서 높

다는 것을 확인하였음.

- 유방암 세포 주에서 TMEM39A의 발현은 세포 주기에 따라 동적으로 변화됨.

TMEM39A에 대한 세포 주기에 따른 발현 양상을 알아보기 위해, TMEM39A에 대한 항체를 이용하여

유방암 세포주인 MDA-MB-231 세포에서 면역염색을 수행함. TMEM39A와 핵막에 위치하는 Lamin2

에 대한 항체를 이용한 동시 염색의 결과, TMEM39A는 세포 간기(Interphase)에는 세포질(Cytoplasm)

과 핵 안에 존재하나, Mitosis가 시작되는 전기(Prophase)에는 핵 안에만 존재하며, 일부는 Lamin2와

동시에 존재함. Prometaphase와 중기(Methaphase)에는 염색체를 둘러싸고 있는 형태이며, 말기

(Telophase)에는 분리되는 두 염색체 군을 둘러싼 채로 이동함(그림5). TMEM39A의 유방암 조직에서

의 높은 발현과 세포분열에 따른 특이적 발현 변화의 관찰 결과로 TMEM39A가 암 세포의 분열에 중
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요한 기능을 수행할 것으로 예상됨.

(3) 선충에서 SURO-2/TMEM39A는 배발생과 collagen 분비에 중요함 .

- 선충의 배발생 과정에서 SURO-2/TMEM39A는 염색체 응축과 분리에 역할을 함.

suro-2 mutant에서 나타나는 초기 배발생의 문제는 간섭차(DIC) 현미경으로 관찰한 결과, 대부분 세포

질 분리(cytokinesis)가 잘 이루어지지 않아, 한 세포질 내에 여러 개의 핵이 존재함. 세포 분열의 연구

는 한 가지 문제가 발생하면, 계속해서 다른 문제점이 생겨서 분석하기 어려운 점이 있음. 따라서 분자

표지자를 이용한 분석 방법이 필요하여, H2B::GFP(histone 2B::GFP)를 발현하는 RW10006과 suro-2

mutant를 교배하여 suro-2;RW10006 strain을 제작하였음. 그림6에서 정상 개체의 embryo의 경우 2세

포기에서 4세포기로 넘어가는 과정에서 두 세포의 분열이 약간의 시차를 두면서 일어나며, 그 과정에서

먼저 상동 염색체가 응축(condensation)되었다가 후기로 가면서 분리되는 과정과 세포질 분리 후 응축

된 염색체가 풀리는 것이 잘 관찰됨. 이와 달리 suro-2 mutant에서는 상동 염색체의 응축과 분리가 제

대로 일어나지 않으며, 세포질의 분리도 잘 일어나지 않아, 염색질이 조각나거나 한 핵 안에서 염색체

양이 증가하는 것을 관찰할 수 있음. 앞서 관찰한 유방암 세포주에서 TMEM39A의 발현이 세포 분열

기에 염색체와 움직임을 같이 하는 것과 연관지어 생각해 보면, TMEM39A의 기능이 세포 분열 과정

에서 염색체의 응축에 우선적으로 기능할 것으로 판단됨.

- SURO-2/TMEM39A는 선충에서 collagen 분비 조절을 통한 큐티클 형성 중요함.

SURO-2의 역할이 초기 배발생의 세포 분열에서 가장 잘 나타나지만, suro-2 mutant는 Rol suppressor
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screen에서 찾아진 것이므로, 선충의 큐티클(cuticle) 형성과 조절에 밀접한 관련성이 있을 것으로 예상

됨. 선충에서 큐티클은 외부의 환경적 스트레스로부터 선충을 보호하는 역할을 하며, 선충 발생 단계에

서 4차례의 허물 벗는 과정(molting)이 존재하여 매 유충 단계에서 재조성(reorganization)됨. 또한 매우

복잡한 구조를 가진 큐티클 층은 선충에서 가장 외곽에 존재하는 epithelial cell로 구성된 hypodermis와

맞닿아 있음. 이러한 구조적 특성은 epithelial cancer의 발생과정에서 cancer cell의 성장과 extracellular

matrix(ECM)의 관계 모델이 될 수 있음. 이러한 관점에서 SURO-2/TMEM39A의 cuticle 형성에서의

역할을 규명하고자 함. suro-2 mutant에서는 간섭차 현미경의 관찰만으로도 큐티클 표면의 뚜렷한 변

화를 확인할 수 있었으나, 보다 정확한 분석을 위해 cuticle을 구성하는 collagen의 GFP 리포터 유전자

의 발현을 비교 관찰하였음.

그림7에서 ROL-6는 type IV collagen으로 선충의 성체 큐티클 4개의 층 중에서 가장 외곽인 cortical

layer의 furrow 부분에 발현되며, COL-19은 성체 특이적 collagen으로 ROL-6와 마찬가지로 cortical

layer에서 발현되나 annulus에서 발현되는 차이가 있음. 왼쪽의 그림은 정상 개체와 suro-2 mutant에서

ROL-6::GFP의 발현을 본 것으로, 정상 개체에서는 몸통을 가로지르는 alae를 중심으로 ROL-6::GFP가

직각을 이루며 외곽으로 선 모양으로 뻗어 나가는 모습임. 하지만, suro-2 mutant에서는 ROL-6::GFP

의 cuticle 발현이 줄어들고, 규칙적인 배열을 관찰할 수 없었음. COL-19::GFP의 발현도 정상 개체에서

는 alae를 중심으로 직각의 선을 이루는 규칙적인 발현 양상을 보이나, suro-2 mutant에서는

COL-19::GFP의 cuticle에서의 발현이 감소하고, 배열이 일정하지 않게 나타남. 간섭차(DIC) 현미경 사

진에서 보는 것처럼, suro-2 mutant에서는 alae를 관찰할 수 없음. 따라서 SURO-2/TMEM39A는 선충

의 큐티클 형성에서 alae를 만들고, 규칙적인 콜라젠의 배열에 중요한 기능을 수행함을 확인하였음.

Cuticle에서 Collagen의 배열이 이상해진다는 것은 collagen 분비가 감소한 것과는 다른 문제로 생각되

어, collagen을 분해하는데 관여할 것으로 생각되는 SURO-1/CPA(a zinc carboxypeptidase A)의 발현

을 비교해 보았음. SURO-1은 본 실험실에서 선충의 cuticle formation에 관여하는 첫 번째 mutant로

찾아진 것임[Kim et al., Febs letters 2011]. SURO-1의 발현은 정상 상태에서 거의 관찰되지 않고, 굶

주린 상황에서 dauer로 전환되는 molting worm(L1/L2d)에서 강하게 발현됨. 따라서 SURO-1::DsRed를

발현하는 정상 개체와 suro-2 mutant를 10일 정도 굶주린 배지에서 발현을 비교하였음. 그 결과 정상

개체에서는 SURO-1::DsRed가 잘 발현되어 cuticle에 위치한 반면, suro-2 mutant에서는 거의

SURO-1::DsRed 발현을 관찰할 수가 없었음(그림 8). 이러한 결과는 SURO-2가 collagen 뿐만 아니라,
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collagen을 분해하는 효소의 분비에도 중요한 역할을 한다는 것임.

(4) SURO-2/TMEM39는 대부분의 세포들에서 발현되며 주로 세포질에 위치함

앞서 암세포에서 TMEM39A의 발현을 확인하였으나, 정상 개체에서 TMEM39의 발현이 어떻게 되는지

알기 위해, suro-2 유전자의 promoter를 이용한 GFP 발현을 관찰하였음.

suro-2 유전자의 ORF는 3개의 유전자 오페론(operon)의 가운데 위치하므로, genomic DNA 상에 위치

하는 promoter를 찾기 위해 여러 부분을 cloning하여 발현을 살펴 본 결과, rps-10의 앞 쪽 부위만 유

전자 발현을 유도할 수 있었음. 그림 9에서처럼, suro-2p::NLS::GFP는선충에서 pharynx, hypodermis,
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muscle, vulva, sperm, intestine과 일부 neuronal cell에서 발현됨을 관찰하였음.

다음으로 SURO-2의 세포 내 발현 위치는 어디인가를 알기 위해, GFP를 suro-2 유전자의 전체 coding

region과 결합하여 hypodermis에 특이적으로 발현하는 Y37A1B.5 유전자의 promoter를 이용하여 발현

시켰음. 이를 위해, GFP를 SURO-2의 N-terminus에 결합시키거나, C-terminus에 결합시키는 등의 여

러 플라스미드를 제작하였음. 결국, 그림 10에서처럼, GFP를 SURO-2 coding region의 가운데 부위에

결합시킨 플라스미드 2종류 중, 한 종류에서 SURO-2::GFP의 발현을 관찰할 수 있었음. SURO-2::GFP

는 hypodermal cell의 핵 주위에서 세포질로 퍼져 보이나, 전체에 고르게 퍼져 있지는 않았음.

(5) NPP-20/SEC13과 SURO-2/TMEM39A의 기능적 연관성을 가짐

- NPP-20/SEC13는 핵막과 세포질에 발현되면, Golgi에는 거의 발현되지 않음.

SURO-2/TMEM39A의 기능을 규명하기 위해서는 다른 단백질과의 관계를 확인하는 것이 필요하나, 기

존의 TMEM39A에 대한 기능적 연구가 전혀 없어 단서를 찾기가 어려움. 유일하게 선충에서 대규모

Yeat two-hybrid screening의 결과로 SURO-2와 SEC13의 상동체인 NPP-20가 직접적인 상호작용을

한다는 것을 발견할 수 있었음. npp-20의 RNAi 결과들을 보면, suro-2 mutant와 유사한 점이 많아

SURO-2와 NPP-20의 상호작용 가능성이 높음. 선충에서 SURO-2와 NPP-20의 기능적인 연관성을 규

명하기 위해, 우선적으로 GFP::NPP-20를 Intestine과 Hypodermis에서 강하게 발현하는 유전자인

umpk-1의 promoter를 이용하여 발현 시켜 보았음.

그림11에서 SEC13은 COPII의 구성단백질로 secretory pathway에서 주로 연구되었고, 이후 nucleopore

complex의 구성단백질임이 밝혀져 세포 분열에서 neclear envelope의 reassembly에 기능한다고 보고됨.

선충에서 NPP-20::GFP의 발현은 오른쪽 그림과 같이 Intestine의 핵 외곽에서 가장 잘 발현되고, 세포
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질에 퍼져 있는 것으로 확인됨. 이러한 선충에서 NPP-20의 발현은 예상과 일치하며, 앞서 확인한 간기

의 유방암 세포주에서 TMEM39A의 발현과 유사함을 확인함.

추가적으로 NPP-20의 hypodermis에서 발현 위치를 알기 위해, Golgi marker인 TGN38의 리포터 유전

자 발현 플라스미드(AMAN-2::mCherry)와 NPP-20::GFP를 선충의 hypodermis에서 동시 발현시켰음. r

그 결과 대부분의 mCherry와 GFP가 겹치지 않고, 극히 일부에서 겹치는 것으로 보아, NPP-20는

Golgi에 있지 않고, COPII의 component이므로 ER 또는 ER과 ERGIC 사이에 위치할 가능성이 큼. 현

재는 hypodermis에서 발현하는 ER marker::mCherry 플라스미드를 제작하였고, 가까운 시일 안에

NPP-20::GFP가 ER과 겹치는지를 확인할 것임.

- RNAi를 이용한 npp-20 발현 억제 결과 suro-2 mutant와 유사한 결과를 보임.

SURO-2/TMEM39A와 NPP-20/SEC13의 연관성을 기능적으로 확인하기 위해 npp-20 RNAi 실험을 수

행하였음. 그림12A에서는 jgIs4 strain에 npp-20 RNAi를 수행하여 npp-20의 발현 억제가 suro-2

mutant와 유사하게 jgIs4의 Rol phenotype을 suppression하는 것과 형태적으로도 유사하게 일부 Dpy가

되는 것을 확인하였음. 그림12B는 H2B::GFP를 발현하는 RW10006 strain에 npp-20 RNAi를 수행한 결

과임. 그 결과 세포질 분리가 안 되어 여러 개의 핵을 가지는 polyploidy가 형성되는 것을 관찰할 수

있었음. 그림12C에서는 야생형과 suro-2 mutant, npp-20 RNAi한 것을 비교한 것임. suro-2 mutant와

npp-20 RNAi의 결과 polyploidy가 형성되는 점에서 유사하나, npp-20 RNAi 효과가 보다 심각하게 나

타남. 이들 결과에서 npp-20와 suro-2가 선충의 초기 발생과 cuticle 형성에서 같은 경로에서 작용할

가능성이 높다는 것을 알 수 있음.

(6) NPP-20/SEC13과 SURO-2/TMEM39A의 물리적 유전학 상호작용을 함

- SEC13과 TMEM39A가 동일 complex에 존재하는 것을 확인됨.

NPP-20/SEC13과 SURO-2/TMEM39의 기능이 유사한 결과로 짐작해 보면, SEC13이 ER-to-Golgi(정

확하게는 ERGIC; ER to Golgi intermediate compartment)로의 vesicle 이동에 관여하는 COPII의
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subunit이므로, SURO-2도 마찬가지로 COPII의 한 subunit으로 참여할 가능성이 높음. 따라서 이를 확

인하기 위해 A549 암 세포주에서 TMEM39A 항체를 이용해 면역침전(Immunoprecipitation, IP)을 실시

하고, SEC13 항체를 이용해 Western Blot 실험을 수행하였음.

그 결과, SEC13과 TMEM39A는 동일한 complex에 존재한다는 것을 확인하였음. TMEM39A 항체로

IP를 했을 때, SEC13 밴드도 확인되었지만, 데이터가 깨끗하지 않아서 현 결과 보고서에는 제외하였고,

추가적 실험을 통해 데이터화할 것임.

- 선충의 hypodermal cell 내부에서 SURO-2와 NPP-20의 co-localization이 확인됨.

앞의 IP 실험결과를 선충에서도 확인하기 위해, SURO-2::GFP와 NPP-20::DsRed를 hypodermis에 동시

발현시켜 보았음. 그림 14A에서, DsRed가 강하게 뭉치는 경향이 있어 NPP-20::GFP와 같은 모양이 나

오지 않았음. 하지만, NPP-20::DsRed가 뭉치니 SURO-2::GFP가 따라서 뭉치는 것처럼 관찰되는 것으

로 보아, 생체 내에서 SURO-2와 NPP-20가 강력하게 결합한다는 것을 짐작할 수 있음. 화살표는

일부 뭉치지 않고, 따로 떨어져 있는 spot에서 GFP와 DsRed가 겹쳐 노랗게 보이는 것을 나타냄.
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- SURO-2/TMEM39와 NPP-20/SEC13의 발현이 상호 의존적임.

선충에서 SURO-2와 NPP-20가 co-localization하는데, 이 두 단백질의 발현에 대한 상호 작용이 어떠

한지를 알기 위해, SURO-2::GFP와 NPP-20::DsRed를 동시 발현하는 선충에 npp-20 RNAi 또는

suro-2 RNAi를 처리해 보았음. npp-20 RNAi는 전 세대(P0)에서부터 처리하면 다음 세대(F1)에서

embryonic lethality를 보여 성체에서 관찰이 불가능하므로, 어린 유충(L1-L2) 단계의 선추에 RNAi를

먹이기 시작해서 2-3일 뒤에 성체가 되었을 때 관찰하였음. 이런 영향인지 npp-20 RNAi에 의한

NPP-20::DsRed의 발현 억제는 완벽하게 되지 않았음. 하지만 적어도 그림14A에서 보이는 아주 심각하

게 뭉쳐지는 현상이 완전히 사라지고, 발현이 상당히 감소됨. 이러한 발현 감소의 영향으로

NPP-20::DsRed의 발현은 npp-20 RNAi에 의해 그림11의 NPP-20::GFP 발현 패턴과 유사하게 나타남.

이 경우에 놀랍게도 SURO-2::GFP의 발현이 완전히 사라지는 것이 확인되었음(그림14B의 상단). 다음

으로 SURO-2::GFP와 NPP-20::DsRed를 동시 발현하는 선충에 suro-2 RNAi를 실시한 결과, 마찬가지

로 suro-2 RNAi도 SURO-2::GFP 발현을 완벽하게 억제하지는 못했지만, 상당한 정도로 감소 시켰음.

이 경우 NPP-20::DsRed의 발현도 동시에 줄어드는 것으로 확인됨(그림14B의 하단 패널). 더욱 흥미로

운 점은 suro-2 RNAi에 의해 SURO-2::GFP와 NPP-20::DsRed co-localization도 영향을 받아 그림14C

에서 보이는 것처럼, SURO-2::GFP(작은 녹색 점)와 NPP-20::DsRed(큰 적색 점)이 일부분만 겹쳐 노

란색 점(화살표)을 만드는 것이 관찰됨. 이러한 결과는 SURO-2와 NPP-20의 발현이 상호 의존적이고,

두 단백질의 co-localization도 서로의 발현에 의존한다는 것임.

그림14A에서 hypodermis 특이적 발현을 하는 Y37A1B.5 유전자의 promoter를 사용하였으므로,

SURO-2::GFP와 NPP-20::DsRed의 발현이 강력한 promoter 때문에 과다하게 발현 되었고, 이로 인해

DsRed의 특성상 심각하게 뭉치는 현상이 발생함. 더불어 SURO-2와 NPP-20의 강력한 상호작용에 의
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해 SURO-2::GFP도 따라서 뭉치게 됨. 또한, 그림14B에서 SURO-2::GFP와 NPP-20::DsRed의 발현이

어느 정도 양적인 비례를 갖는 것을 알 수 있음. 이 결과들을 토대로 세포 내 단백질 발현의 양적 측면

을 고려해 보면, SURO-2의 발현에 비해 NPP-20의 발현이 상대적으로 높은데, NPP-20의 경우

SURO-2와 다른 complex의 구성이 가능할 것으로 생각됨. SEC13의 경우 nucleopore complex에도 참

여하고, 선충에서도 그림11에서처럼 NPP-20::GFP가 핵막에서도 발현되므로 NPP-20의 발현이

SURO-2의 발현보다 포괄적이라 추측됨.

(7) Collagen 분비에 있어 SURO-2와 COPII는 유사한 기능을 수행함

SURO-2/TMEM39와 NPP-20/SEC13의 밀접한 상호작용과 각각의 기능적 관점에서 분석해 보면,

NPP-20는 ER-to-ERGIC의 막이동을 담당하는 COPII의 핵심적인 요소이고, SURO-2는 collagen과

collagen 분해 효소의 분비에 관여하므로, 이들의 세포 내 기능은 ER에서 Golgi 사이의 collagen 이동

에 중요할 것임. 이를 확인하기 위해, COL-19::GFP를 발현하는 선충에 suro-2 또는 npp-20 RNAi를

처리하여 hypodermal cell 내부에서 COL-19::GFP의 분비 경로를 관찰하였음.

정상 개체에서 COL-19::GFP는 세포핵의 주변에서부터 세포질로 퍼져 나오는 발현을 보이나, suro-2

와 npp-20 RNAi를 처리한 개체에서는 COL-19::GFP가 세포질에서 특정 부위에서 뭉쳐서 발현되고, 전

체적으로 불균일하게 분포함(그림15). 이러한 실험 결과는 SURO-2와 NPP-20가 COL-19의 분비에 유

사하게 작용하고, 아마도 특정 단계에서 이동이 막혀 aggregate가 형성되는 것 같음. 이렇게

COL-19:;GFP가 뭉치는 세포 내 위치는 ER이라고 추측되는데, 이를 확인하기 위해 hypodermis에서 발

현하는 ER marker::mCherry를 COL-19::GFP와 동시 발현하는 선충을 제작하는 중임. 이 선충에

suro-2 또는 npp-20 RNAi를 처리해 aggregation이 생기는 세포 내 위치가 ER인지 아닌지 확인할 것

임.

- SEC24를 제외한 COPII subunit들은 collagen 분비 중요한 역할을 함.

NPP-20/SEC13는 COPII complex에서 SEC31과 dimer를 이루어 vesicle 외곽을 감싸는 역할을 하고,

SEC16이 vesicle formation을 시작함. SEC23과 SEC24가 dimer를 이루고 cargro selection과
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SEC13-SEC31 dimer를 recruit하는 SAR1과 결합함. SURO-2와 SEC13의 기능이 밀접히 연관되어 있

으므로 다른 COPII subunit들과도 기능적 관련될 것으로 예상됨.

SURO-2와 COPII subunit들간의 기능적 연관 관계를 파악하기 위해, 우선적으로 collagen 분비를 살펴

보았음. COL-19::GFP를 발현하는 선충에 각 COPII subunit gene RNAi를 실시한 결과, 그림17의 상단

패널처럼 sec-23 RNAi는 suro-2와 npp-20 RNAi와 유사하게 세포 내에서 COL-19::GFP의 aggregate

를 형성함. 이와 달리, sec-24 RNAi 결과는 정상 개체에서 COL-19::GFP 발현과 차이가 전혀 없었음.
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그림에서 나타내지는 않았지만, 다른 COPII subunit인 sec-12, sec-16, sec-31의 RNAi에 의해서도

COL-19::GFP의 aggregation이 생김. 따라서 SURO-2와 COPII의 대부분 subunit들은 collagen 분비에

유사한 역할을 수행하며, 아마도 같은 COPII vesicle을 구성하는데 관여할 것이라 추측할 수 있음. 앞으

로는 SEC-24의 역할이 차이가 나는 원인을 규명할 것임.

다음으로 COPII subunit들이 SURO-2의 발현에 미치는 영향을 조사하였음. SURO-2::GFP를 발현하는

선충에 각 COPII subunit gene들의 RNAi를 실시한 결과, 세 그룹으로 분류됨. sec-24 RNAi는

SURO-2::GFP 발현에 아무런 영향이 없었으며, sec-12와 sec-16은 npp-20처럼 RNAi를 했을 때,

SURO-2::GFP가 완전히 사라졌고, sec-23과 sec-31의 RNAi에 의해서는 SURO-2::GFP가 세포 내에서

aggregation을 형성하였음(그림17의 하단).

이러한 결과를 종합해 보면, sec-24를 제외한 COPII component들이 collagen 분비와 SURO-2 발현과

밀접한 관계를 가짐을 알 수 있음. SEC12, SEC13과 SEC23, SEC31이 SURO-2의 발현에 다르게 영향

을 주는 것에 대해서 추가적인 연구를 수행할 것임.

- TFG-1는 collagen 분비와 SURO-2 발현에 영향을 줌

발암현상에 관여한다고 알려진 TFG-1은 최근 선충의 연구에서 단백질의 분비에 기능한다는 것이 규명

되었음(Witte et al., Nat.Cell Biol., 2011). Audhya 그룹에서는 COPII의 subunit인 SEC-16의 항체를 이

용한 IP 실험에서 TFG-1이 같은 complex에 존재한다는 것을 찾았음. 새로운 COPII 연관 단백질인

TFG-1의 기능이 SURO-2와 어떠한 관련성이 있는지 알기 위해 COL-19::GFP 또는 SURO-2::GFP를

발현하는 선충에 tfg-1 RNAi 실험을 수행하였음.

tfg-1 RNAi 결과는 COL-19::GFP이 suro-2와 대부분의 COPII subunit들의 knockdown 결과와 마찬가

지로 aggregation되는 것으로 나타남. 특히 SUO-2::GFP의 발현은 sec-23와 sec-31과 유사하게 되는

것을 관찰하였음. 이러한 결과로 TFG-1과 SURO-2는 단백질 분비와 COPII와의 연관성을 보이므로 매

우 밀접한 기능적 연관성을 가진다는 것을 알 수 있음.
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3. 연구결과 고찰 및 결론

(1) 국내외 관련분야의 기술 개발 현황

단백질과 지질의 분비에서 ER에서 Golgi로의 이동을 early secretion이라고 명명하는데, 이것은 진

핵세포의 세포 구조와 구성의 핵심적인 역할을 수행함. 초기의 연구들은 효모를 중심으로 COPII

vesicle의 구성과 cargo molecule의 분비에 대한 기능을 중심으로 연구되었고, 효모에서 찾아진

COPII 구성 단백질등에 대한 포유동물 상동체들에 대한 연구가 세포 배양 시스템에서 연구되었

음. 이후 점차 식물과 동물 모델에서 연구가 되면서 조직과 기관 형성에서의 역할과 여러 질병 관

련성등이 연구되고 있음. 최근의 관심 연구 주제는 COPII의 구조와 Ubiquitination을 통해 COPII

vesicle의 크기 조절, COPII vesicle로의 cargo selection과 packaging, ER exit site(ERES)의 결정,

COPII의 각 subunit들의 특이적 기능, COPII를 통한 cargo 분비 조절에 관여하는 새로운 유전자

의 발굴과 구체적 기능 연구 등임.

- COPII의 구조와 Ubiquitination을 통해 COPII vesicle의 크기 조절은 최근의 리뷰논문들에서 잘

설명해 주고 있음. SEC13-SEC31 COPII coat cage의 구조가 밝혀졌고(Stagg et al., Nature.

2006), Sec23의 deubiquitination이 COPII vesicle의 조절에 중요함(Cohen et al., J Biol Chem.

2003). 최근의 가장 대표적인 연구 논문은 Ubiquitination이 COPII coat size와 기능을 조절한다는

것임(Jin et al., Nature. 2012).

- COPII vesicle로의 cargo selection과 packaging: Soluble protein receptor에 의한 sorting signal

의 인식이 cargo selection에 중요함(Otte and Barlowe, Nat Cell Biol. 2004). Tango1이 cargo의

효율적인 packaging 관여하고 collagen secretion에 중요한 기능을 수행(Wilson et al., JCB. 2011,

Saito et al., Cell 2009). Sec24b가 Vangl2의 sorting에 중요한 기능을 하여 mouse에서 neural

tube의 closure에 중요함(Nature. 2010). Erv14에 의한 cargo selection 기전 연구(Herzig et al.,

PLoS Biol. 2012) 등이 있음.

- ER exit site(ERES)의 결정: COPII dynactin의 직접적인 결합에 의해 ER exit이 가능함

(Watson et al., Nat Cell Biol. 2004). Sterol이 ts-045-G의 ER export의 조절에 중요함(Runz et

al., EMBO J. 2006). Sec24p와 Sec16p이 함께 COPII vesicle의 GTP cycle을 조절함(Kunq et al.,

EMBO J.2011). ER cargo의 특성이 Sec13p에 의해 매개되는 COPII coat rigidity를 결정함(Copic

et al., Science. 2012) 등의 연구 보고가 있음.

- COPII를 통한 cargo 분비 조절에 관여하는 새로운 유전자의 발굴 및 기능연구: 초기 분비 경로

에서 인간의 단백질 분비를 조절하는 유전자를 찾기 위한 genome-wide RNAi screen이 수행되었

음(Jeremy et al., Nature. 2012). Sedlin이라는 새로운 COPII 관련 유전자가 Sar1을 통해

procollagen의 분비를 조절함(Venditti et al., Science. 2012).

- COPII와 질병과의 연관관계 연구: Cargo specific ER-Golgi shuttle의 파괴가 factor V와 VIII의

분비를 막아 혈액응고를 방해함(Zhang et al., Nat Genetics. 2003). Sec23A mutation이

Cranio-lenticulo-strural dysplasia의 원인(Boyadjiev et al., Nat Genetics 2006)이며, Craniofacial

chondrocyte maturation에 Sec23a가 관여됨(Lang et al., Nat Genetics 2006). Congenital

dyserythropoietic animia typeII(CDA II)에 sec23B mutation이 주요 원인임(Schwarz et al., Nat

Genetics. 2009). CTFR mutation form의 이동에 GRASP에 의한 unconventional secretion

pathway가 관여함(Gee et al., Cell. 2011). Cystic-fibrosis-associated mutation이 선충에서 ABC

transporter PGP-3의 번역 후 안정성에 관여함(He et al., Dis Model Mech. 2012).
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- 암과 COPII에 관련된 연구는 Pubmed 조사를 통해 겨우 40편의 논문이 존재하는데, 대부분이

암과 직접적인 관련성이 없음. 그나마 최근의 두 연구 논문은 어느 정도 암과의 연관성을 보임.

암과 COPII에 관련된 대표적 연구는 새롭게 COPII compex에 존재하는 단백질로 찾아진 TFG-1

이 단백질 분비와 발암현상에 관련되어 있다는 보고(Witte et al., Nat Cell Biol. 2011)와 Akt가

Sec24를 인산화시킨다는 연구 결과(Sharpe et al., Traffic. 2011)임. 따라서 COPII의 암 관련성 연

구는 새롭게 주목받을 가능성이 큰 연구 분야임.

- 연구결과가 국내외 기술개발 분야에서 차지하는 위치: 본 과제의 연구 결과는 collagen 분비에

관여하는 새로운 조절 유전자인 TMEM39가 선충에서 cuticle 형성과 초기 배발생에서 세포 분열

에 중요한 기능을 수행하고 있다 것을 보임. 특히 collagen 분비와 관여하여 선충의 epithelial cell

인 hypodermis에서 COPII와 기능적으로 밀접하다는 것을 보임. 아직 논문을 내기까지는 1년 이상

의 시간이 걸릴 것으로 예상되므로, 앞에서 국내외의 다른 비슷한 연구에 비해 몇 년이 늦음. 특

히 최근의 연구들은 규모의 크기에서 본 연구를 압도함. 그럼에도 불구하고 본 연구가 가지는 장

점은 첫째, 단백질 분비에 관여하는 새로운 유전자를 찾을 수 있는 선충 시스템을 확보하고 있으

며, 이를 이용하여 현재 많은 종류의 mutant를 확보하고 있고, 현재까지 suro-5라는 새로운 분비

조절 유전자를 찾아 그 기능을 연구 중임. 둘째, SURO-2/TMEM39의 연구 결과는 early

secretion의 주요한 연구 주제에 부합되고, 아직까지 전혀 기능 연구가 이루어지지 않은 단백질이

므로 신규성이 있음. 셋째, TMEM39가 단백질 분비에 중요한 기능을 한다는 것이 Multiple

Sclerosis의 원인 유전자로써의 발병의 기전을 밝히고, Cancer관련성에서도 EGFR과 같은 RTK의

이동 조절에 관여할 가능성이 큼.

(2) 연구결과 해석 및 다른 결과와의 비교분석 등에 대한 고찰과 결론

- TMEM39가 선충에서 collagen 분비를 조절하여 cuticle 형성에 중요한 기능을 수행한다는 것은

다른 matrix protein들의 분비 조절에도 관여할 가능성이 크므로, 암에서 세포 증식에서 기능을

연구하기 보다는 침윤과 전이에 대한 연구를 수행할 필요가 있음.

- 본 연구는 현재까지 2년이라는 짧은 연구 기간으로 인해 선충에서 주로 유전학적 실험 방법으

로 TMEM39의 기능을 규명하는데 집중하였으므로, 보다 직접적이고 구체적 결과를 내기 위해서

는 배양 세포를 이용한 생화학적 방법의 연구가 추가되어야 할 것임.

- 암세포에서 TMEM39A의 기능을 연구하기 위해, 여러 차례 siRNA를 주문하여 knockdown을

실시하여 TMEM39A의 발현을 억제하려고 시도하였으나 실패를 거듭하였음. 이로 인해 암세포

증식에서 기능적인 부분의 연구를 진행하지 못했음. 향후 TALEN이라는 gene editing 방법을 이

용하여 암세포에서 직접 TMEM39A를 knockout시켜 기능 연구를 진행할 것임.

- 본 연구 결과에 있어 가장 흥미로운 점은 COPII subunit들의 기능들이 제각기 다르다는 것임.

collagen secretion에 있어 sec-24가 불필요하다는 결과는 효모에서 Sec24p가 glycoprotein Hsp150

의 ER exit에 불필요하고(Traffic. 2007), Sec24p 없이도 soluble cargo의 분비는 잘 됨(J Cell Sci.

2004), 그리고 Sec13p 없는 vesicle이 ER에서 Golgi로 이동(Mol Cell Biol. 2002)된다는 보고들과

유사한 맥락임. 하지만 다세포 동물에서는 Sec24의 homolog가 여러 개 존재하는데, 특히 사람은

Sec24a,b,c,d 4개를 가진다는 점에서 차이가 큼. 선충에서도 Sec24.1과 Sec24.2 두 개의 Sec24가

존재하므로, 이 두 유전자 간의 redundancy 또는 tissue-speiticity가 영향을 줄 가능성도 있음. 이

번 연구에서 sec-24.1과 sec-24.2 모두 RNAi에서 collagen secretion에 문제가 없었다는 것과
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sec-24.1은 hypodermis에서 발현된다는 보고가 없다는 점에서 이러한 문제는 아닌 것 같음. 본 연

구 결과가 나타내는 점은 구체적으로 TMEM39가 SEC24를 제외하고 다른 COPII component들과

complex를 구성하다는 것임. 이것은 생화학적 방법에 의한 추가적인 증명이 요구됨.
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최종목표 연차별목표 달성내용
달성도(%)
연차 최종

TMEM39의 세포

주기, 증식 및 개체

발생에서의 기능을

규명

1차년도

TMEM39의 세포 내에서 정

확한 발현 위치와 세포 주

기에서의 발현 변화를 관찰

TMEM39A와 B의 항체를

이용한 면역염색을 수행함.

유방암 세포에서 TMEM39A

의 항체를 이용하여 세포 주

기 단계별 발현을 확인함.

100

100

100

100
TMEM39의 돌연변이 개체

에서의 세포 증식과 개체

발생에서의 표현형을 규명

선충의 TMEM39 돌연변이

개체에서 embryo lethality와

배발생 단계에서 aneuploidy

가 형성되는 것을 관찰함.

2차년도

TMEM39와 SEC13의

직접적 상호작용 검증

A549 암세포주에서 IP 실험

을 이용해 TMEM39A와

SEC13이 동일한 complex에

존재한다는 것을 확인함.

100

100

100

100
TMEM39와 SEC13의

유전학적 상호작용 검증

TMEM39와 SEC13이 세포

내에서 동일 위치에서 발현

하고, RNAi 실험으로 상호

발현에 영향을 준다는 것을

확인함.

평가의 착안점 자 체 평 가

항체 염색과 리포터 발현 개체 제작
유방암세포에서 항체염색은 잘 이루어졌음. 여러 가지 리포

터 발현 개체의 제작을 수행하였음.

세포 증식 및 개체 발생과 관련된

표현형 분석을 잘 했는가?

배발생에서 염색체 응축과 분리에서 문제점 발견하여 앞으

로의 기전연구의 실마리를 찾음

생화학적 방법에 의한 상호작용의

분석 수행을 했는가?

Mammalian Cell line에서 TMEM39A 항체로

immunoprecipitation를 한 결과 SEC13과 동일한 COPII

complex에 존재함을 밝힘.

유전학적 방법에 의한 상호작용의

분석 수행을 잘 했는가?

SURO-2::GFP와 NPP-20::DsRed를 동시에 발현하는 선충

에 suro-1 또는 npp-20 RNAi를 한 결과 두 단백질의 발현

이 서로에 의존적임을 알 수 있었음. 또한 각 COPII

subunit gene들을 RNAi를 이용해 COL-19::GFP의 분비에

문제가 있는지 확인하였음.

(2) 목표달성도

가. 연구목표의 달성도

나. 평가의 착안점에 따른 목표달성도에 대한 자체평가
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5. 연구결과의 활용계획

(1) 연구종료 2년후 예상 연구성과

구 분 건 수 비 고

학술지 논문 게재 1

SURO-2, a transmembrane proein 39 plays

critical roles in mitosis and cuticle formation

of C. elegans. EMBO J(10.0)에 투고 예정

산업재산권 등록

기 타

(2) 연구성과의 활용계획

- 연구성과물의 활용분야 및 활용방법, 활용범위

최근 암에서 단백질 분비가 새로운 연구 분야로 관심을 받고 있는데, 본 연구에서 새로운 COPII

관련 유전자인 TMEM39가 기본적 수준에서 단백질 분비에는 관여하지 않고, 다량의 단백질 분비

를 촉진한다는 점과 몇몇 암세포에서 발현이 높다는 결과는 새로운 항암 표적으로 활용할 가능성

이 높음.

Multiple Sclerosis(다발성 경화증)는 자가면역질환(autoimmune disease)으로 알려져 있으며, 질병

의 진행과정은 잘 밝혀져 있지만, 발병과정이 전혀 알려져 있지 않은 질환임. TMEM39A가

multiple sclerosis의 원인 유전자임이 human GWAS study를 통해서 보고되었으므로(Hum Mol

Genet. 2010), 선충의 homolg를 통한 본 연구는 구체적으로 TMEM39가 COPII와 함께 collagen

분비를 촉진한다는 점에서 단백질 분비의 문제가 mutiple sclerosis의 발병 기전에 관련성을 간접

적으로 보여줌. 따라서 multiple sclerosis를 치료하거나 예방하기 위한 기반 지식으로 활용할 수

있음.

- 추가 후속연구의 필요성

새로운 유전자의 기능을 2년 안에 전반적으로 연구한다는 것은 힘든 일이고, 그 동안 선충 모델에

서 주로 유전학적인 방법을 이용하여 연구하였으므로, 보다 직접적인 결과 도출을 위해서 배양된

세포에서 세포생물학적 및 생화학적인 방법을 이용한 연구가 필요함.

암 연구에서 TMEM39가 새로운 표적이 될 수 있는지를 확실히 하기 위해서는 암세포주에서

knockdown이 필요함. 이미 기술한 내용처럼 TMEM39의 암세포에서 역할을 확실히 하기 위해

TALEN을 이용하여 TMEM39의 발현이 높은 암세포에서 Knockout을 진행할 것임.

상피세포암에서 EGFR의 과발현과 분포와 이동 조절이 중요한 문제인데, 선충의 발암모델에서

TMEM39가 정상적인 EGFR의 이동 조절에는 관여하지 않고, 과발현된 EGFR의 이동에 관여하는

것처럼 보임. 또한 EGFR 발현이 높은 암세포일수록 TMEM39의 발현이 높다는 것을 확인(미발표

결과임)하였으므로 향후, TMEE39가 EGFR를 비롯한 여러 RTK의 발현과 이동 조절에 관여하는

지 연구하여 직접적으로 암 관련 연구를 수행할 수 있음.
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