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A B S T RA CT

Recent studies clearly dem on str at ed th at the n ov el ex pres sion of LH gen e in th e rat t est is ,

an d sug gested the local action of the LH - lik e m olecule. T he present stu dy w as perform ed to

an aly ze the expression of LH gen es in the rat accessory reprodu ctiv e organ s . Ex pres sion of

LH subunit g enes in the rat u teru s and epididym is w as dem on str at ed by rev er se

tr an script ion - polym erase chain reaction (RT - P CR ) an d specific LH radioim m un oa ssay (RIA ).

T h e LH tran script s in these org an s contain ed the published cDNA stru cture, th e pitu it ary

type ex on s 1- 3, w hich encoded the ent ir e LH polypept ide. Presen ce of the tran script s for

the α- subunit in the rat r eproduct iv e t is su es w ere also confirm ed by RT - P CR. In the LH

RIA , significant lev els of LH w ere det ect ed in crude ex tr act s from the rat ov ary , ut eru s an d

epididym is . T he com petition curv es w ith in creasing am ount of t is sue extr act s w ere parallel

w ith th ose of st andard peptide , indicat in g that the imm unoreact iv e LH - like m at erials in these

t is sues are sim ilar to authent ic pitu it ary LH m olecule. In rat epididym is , the high est am ount

of imm unoreact iv e LH w ere detected in corpu s area . Our finding s dem on str at ed th at the

g enes for LH subunit s are ex pressed in th e rat accessory reprodu ctiv e organ s , an d su gg est ed

that th ese ex tr apitu it ary LH m ay act as a local r egulat or w ith aut o an d/ or paracrin e m ann er .

K ey w ord s : LH , Gen e ex pre s s ion , U te ru s , E pididy m i s , L o c al re g u lator

척추동물의 시상하부에서 분비되는 g on adotropin - r eleasing horm one (GnRH )은 문맥계를 통해

뇌하수체 전엽에 작용하여 gonadotropin , 즉 follicle st im ulat in g horm on e (F SH )과 lut einizin g

horm on e (LH )의 합성·분비를 촉진한다. 이들 F SH와 LH는 생식소의 기능을 조절하는 가장 중요

한 내분비 요인으로 알려져 왔는데, 최근 흰쥐의 정소와 난소에서도 LH 유전자가 조직특이적으

로 발현됨이 보고되었다 (Zhan g e t al., 1995a ,b ; Lee , 1998). 또한 흰쥐 태아에서 뇌하수체에서의

LH 유전자 발현이 시작되기 이전에 정소에서 LH가 합성되어 steroidogen esis에 영향을 미침이

보고되었는데 (El- Geh ani e t al., 1998), 이는 정소형 LH가 뇌하수체형과는 다른 조직특이적 발현

기작을 통해 생식소 및 부속 생식기관의 분화에 작용할 가능성을 의미한다. 따라서 생식소와

부속 생식기관의 분화와 기능 조절을 정확히 이해하기 위해서는 기존의 시상하부- 뇌하수체- 생식

소를 잇는 호르몬 축의 개념과 더불어 생식소 및 부속 생식기관에서 발현되는 국부적 조절요인들

의 기능에 대한 이해가 필수적이라 할 수 있다. 실제로 인간의 경우 LH와 분자 구조 및 기능이

대단히 유사한 hum an Chorionic Gonadotropin (h CG)이 태반에서 발현되어 prog est eron e 합성·분

비를 조절함은 주지의 사실이며(Griffin and Ojeda , 1995), 이는 생식소 이외의 조직에서도

LH - lik e m olecule이 합성·분비될 가능성을 강력히 시사하는 것이다. 본 연구자들은 흰쥐를 재

료로 암·수의 부속 생식기관인 자궁과 부정소에서의 LH 유전자 발현 가능성을 조사하였다.



재료 및 방법

1 . 실 험 동 물

상명대 실험동물 사육장에서 사육하는 생후 25일된 미성숙한 흰쥐 (Spragu e- Daw ley str ain )에

pregnant m are ' s serum gonadotropin (PM S G; 15 IU/ rat , Sigm a )를 복강 주사하여 인위적으로 성

적성숙을 유도하였다 (Lee e t al ., 1994). 또한 성숙한 수컷(생후 4개월 전후)을 희생시켜 부정소를

추출하였다. 동물을 희생한 직후 조직을 얻어 즉시 RNA를 추출하거나 LH 방사면역측정법을

실시하기 위해 분쇄하기 직전까지 - 700 C에 보관하였다.

2 . 방 사 면 역 측정 법 (R adioim m un oa s s ay , R IA )

조직내 LH 함량 측정은 1 N acet ic acid (10 v ol)으로 분쇄한 조직을 원심분리하여 얻은 상층액

을 1 N H Cl로 acidify한 후 측정하였다. Chloram ine- T 방법을 사용하여 I12 5 (NEN )로 방사표지한

LH referen ce pept ide (NIDDK , Beth esda , U SA )와 ant i - r at LH antiserum (최종 희석 1:200,000)을

사용하여 제공자의 방법(72 h our prot ocol)을 시행하였다 (Lee e t al., 1994).

3 . R N A 와 D N A 의 분석

(1 ) T ot al R N A 추 출

조직에서의 RNA 추출은 acid ph enol- guanidium isothiocy an at e - chloroform 방법(Chom zyn cski

an d S acchi, 1987) 방법을 기초로 제작된 T rizol 용액 (GIBCO- BRL )을 사용하여 공급자의 방법에

따라 시행하였다. 최종 pellet은 75% ethanol에 씻어주고 건조시킨 후 0.1% DEP C- w ater에 녹인

뒤 UV spectroph ot om et er로 정량하였다.

(2 ) R e v ers e tran s c ription - p oly m era s e ch ain re ac tion (RT - P CR )

추출한 RNA와 r ev er se tran script ase (SuperS cript RT RNa se H - ; GIBCO- BRL )를 사용하여

cDNA를 합성하였다. 흰쥐 LH 유전자의 공통적인 ex on 부분에 해당되는 각각 20 base pair에

해당하는 5 '과 3 prim er용 oligom er들을 제작하고 (한국 바이오니아), 앞서 합성한 cDNA와 T aq

DNA polym erase (T akara )를 사용하여 P CR을 시행하였다. 각 P CR 반응 조건은 최초 940C에서 2

분간 den aturat ion을 1회 시행후 den aturat ion (940 C, 30초), annealing (540C, 30초), elong at ion (720 C,

1분) 과정을 35회 반복 실시한 후 최종적으로 1회 ex t en sion (720 C, 10분)을 시행하였다. 반응산물

의 크기는 전기영동(2% ag arose gel)후 ethidium brom ide 용액으로 염색 확인하였다. P CR에

사용한 prim er의 염기서열로 LH β subunit는 5 - GT GCCGGCCT GT CA A CGCA A C- 3 ' (sen se)와

5 - CA GCT CA T T GGT T GA GT CCT G- 3 ' (ant isen se)였으며, α- subunit는 5 - AT A CT T CT CCAA G

CT GGGT GC- 3 ' (sen se)와 5 - CGA CA CT CA GT GCCAT CGCA G- 3 ' (ant isen se)였다 (Godin e e t al.,

1982; Zh ang e t al., 1995b ).

(3 ) P CR 산 물 의 D N A s e qu en c in g

RT - P CR로 cDNA 산물이 정확히 증폭되었는 가를 확인하기 위해서 DNA fragm ent들을 전기



영동으로 분리한 후 dideox y chain t ermination - P CR 방법을 기초로 제작된 P CR sequ encin g kit

(한국 바이오니아)로 염기서열을 결정하였다.

결과

흰쥐 생식기관내 LH 유전자 발현 조사에서 흰쥐의 뇌하수체는 물론 자성 생식기관인 난소

와 자궁 그리고 웅성 생식기관인 정소와 부정소에서 추출한 RNA로부터 모두 LH β subunit

t r an script 부분이 RT - P CR에 의해 증폭되었으며, 증폭된 cDNA의 크기는 예측한 바와 같이 306

bp로 나타났다 (F ig . 1A ). 한편 α- subunit tr an script에 대한 P CR을 시행한 결과 사용한 생식기

관들 모두에서 예상대로 294 bp 크기의 cDNA가 증폭되었다(F ig . 1B ). P CR로 얻은 cDNA 산물

들은 P CR - sequen cing 방법으로 염기 서열을 조사하여 각각 알려진 α와 β - subunit의 염기서열

과 일치함을 확인하였다(data not show n ). LH 펩타이드의 존재를 규명하기 위해 난소, 자궁 그

리고 부정소 추출물을 사용한 LH RIA를 시행한 결과, 모든 조직에서 공히 LH st an dard curv e

와 com pet ition curv e간에 평행함을 보임으로써 이들 조직내에 im m unoreact iv e LH - like 펩타이

드가 존재함을 증명하였다 (F ig . 2). 생식기관내 LH 함량은 뇌하수체내 함량의 1/ 10 이하로 낮

았고, 자궁의 경우 농축한 hom ogenat e를 사용하였으며 다른 모든 조직 샘플내 LH 함량은 RIA

검출 한계내에서 검출되었다. 성숙한 흰쥐 부정소의 경우 corpu s 부분의 LH 함량이 가장 높았

고 (41.5 pg/ m g ), cau dal(27.8 pg/ m g )과 caput (24.2 pg/ m g )순으로 나타났다 (F ig . 3).

고찰

본 연구에서 흰쥐 정소와 난소에서의 LH tran script 검출은 기존의 보고와 일치하는 것이며

(Zhang e t al., 1995a ; Lee, 1998), 자궁과 부정소에서의 검출은 본 연구에서 최초로 확인한 결

과이다. 이와 더불어 LH RIA 결과는 흰쥐 생식기관에서 LH의 α와 β- subunit에 대한 전사물

질로부터 α와 βsubunit 폴리펩타이드가 동시에 합성 결합되어 생리 활성을 갖는 온전한 LH가

만들어질 수 있음을 보여주는 것이다. 본 연구 결과에서 뇌하수체 이외의 조직내 LH 함량은 뇌

하수체에서 보다 훨씬 낮은 수준이었으나 , 내분비적으로 원거리에 있는 표적 기관에 작용하는

뇌하수체형 LH와는 달리 부속 생식기관에서 합성되는 LH의 경우 국부적으로 작용하므로 뇌하

수체형 LH 보다 상대적으로 낮은 수준으로도 충분히 생리 조절기능을 담당할 수 있는 것으로

보인다.

지난 10여년간 생식과 관련된 내분비학 분야의 연구 경향은 호르몬 함량과 분비의 변화 수준

의 조사에서 유전자 구조와 발현 조절기작의 탐구로 진전되었고, 연구 대상도 체내 여러 조직들

로 확대되어 조직특이적인 호르몬 유전자발현과 국부적인 조절기능 조사로 확대되었다. 생식에

관련된 호르몬과 국부 조절요인들 중에는 생식기관에서의 GnRH 발현에 대해 많은 연구가 수행

되었다. 10개의 아미노산으로 구성되는 펩타이드 호르몬인 GnRH는 시상하부에서 합성·분비되

어 뇌하수체 전엽에서의 g on adotropin 합성과 분비를 촉진함외에도 생식소에서 국부적으로 합성



되어 (i ) st eroidog enesis 조절, (ii) 배란 유도, (iii) 난자 성숙(oocyt e m aturation ) 촉진, (iv ) 생식

소 국부 조절요인들의 생합성 및 분비조절, (v ) 세포자연사 (apoptosis ) 유도 등 다양한 기능을 담

당함이 알려져 있다(H sueh e t al., 1994; Rich ards , 1994; Gn essi e t al., 1997). 부속 생식기관

가운데 흰쥐의 태반, 저정낭(sem inal v esicle ), 그리고 자궁에서도 GnRH가 발현됨이 이미 보고

된 바 있으며 (Khodr and Siler - Khodr , 1980; Izum i e t al., 1985; Ikeda e t al., 1996), 특히 태반의

경우 GnRH에 의해 chorionic g on adotropin의 분비가 조절됨이 알려져 있다(Siler - Khodr e t al.,

1986). 그런데 시상하부와 뇌하수체에서의 GnRH - LH 유전자 발현과 조절에 관한 연구가 상당한

진전을 보임에 반해 기타 조직에서 이들의 유전자 발현에 관힌 연구는 미미한 실정이다. 본 연

구의 결과에서 GnRH가 발현됨이 알려진 생식기관에서 LH가 발현된다는 사실은 포유동물의 생

식현상의 조절에서 시상하부- 뇌하수체로부터의 GnRH와 LH에 의한 내분비 (endocrine) 조절 방식

외에도 생식기관에서의 GnRH와 LH에 의한 aut ocrine 또는 paracrine 조절 방식이 존재할 가능

성을 강력하게 시사하는 것이다. LH는 특히 생식소에서 합성되는 GnRH와 함께 국부적인 회로

(cir cuit ry )를 형성하여 다양한 생리 조절 기능을 나타낼 것으로 추정되는데, 생식소형 LH의 경

우 직접적으로 작용하거나 GnRH의 발현과 분비 활성의 조절을 통해 간접적으로 작용하리라 예

상된다 . 자궁과 부정소에서 합성되는 LH의 경우는 더욱 흥미로운 경우인데, 이들 조직에서 합

성된 LH가 모세혈관을 경유하거나 확산에 의해 인접 세포들의 활성을 조절하는 지 혹은 분비

선에 의해 자궁액과 부정소액 형태로 강소에 분비 (ex cret ion )되는가의 여부를 현재 조사중이다.

포유동물의 LH와 F S H는 뇌하수체의 thyroid st im ulat ing horm one (T SH )과 태반의 ch orionic

g on adotropin과 더불어 gly coprot ein horm one fam ily에 속한다 (A lban ese e t al., 1996). 이들은

α와 β- subunit로 구성되는데 , 단일한 α- subunit가 공통적으로 사용되는데 비해 각 호르몬마

다 독특한 β- subunit가 결합하여 생리 활성의 차이를 나타낸다 (Ry an e t al., 1988). 흰쥐 정소

형 LH β subunit의 경우 적어도 3개의 정소특이적인 프로모터에 의해 발현이 유도되어 전사물질

에 정소형 5 untr an slat ed region (UT R ) 부분을 포함되어 전사물질의 크기 (3.2, 2.4, 0.86 kb )가 뇌

하수체형 (0.8 kb )보다 큼이 보고되었다 (Zh an g e t al., 1995b ). 흰쥐 정소에서 발현되는 LH의 경

우 그 전사물질의 크기가 뇌하수체형과 상이함이 알려져 있고, 정자형성과정에서 원형 정세포

(roun d type sperm at id )에서 특이적으로 발현되는 것으로 보아 정자완성과정 (sperm iogenesis )에

서 미지의 조절기능을 나타내리라 예상되지만 자세한 정보는 전무하다 (Zhang e t al., 1995b ). 상

동기관인 흰쥐 난소에서의 LH 유전자 발현은 pregnant m are ' s serum gonadotropin (P M S G) 주

사에 의해 생리적으로 조절되는데(Lee, 1998), 난소형 LH의 기능 역시 전혀 알려진 바 없다. 이

러한 관점에서 생식기관에서의 LH 유전자 발현의 조절기작에 대한 분자적인 연구와 더불어 LH

의 국부적인 기능에 대한 조사는 대단히 흥미로운 연구 주제라 사료된다.



결론

본 연구는 흰쥐의 부속 생식기관에서의 LH 유전자 발현과 폴리펩타이드의 존재 여부를 조사

한 것이다 . 이를 위해 LH subunit들에 대한 역전사 중합효소 연쇄반응 (RT - P CR )을 시행하였

고, 생식기관내 LH 함량을 방사면역측정법으로 정량 하였다. 뇌하수체와 정소에서 공통적으로

존재하는 LH subunit의 ex on에 해당되는 prim er를 사용하여 RT - P CR을 시행한 결과 흰쥐 난

소, 자궁, 부정소에서도 뇌하수체, 정소와 같이 306 bp band가 확인되었고, LH , F SH , T SH 그리

고 h CG에서 공통적으로 발현되는 α- subunit의 전사물질도 P CR에 의해 증폭되었다. 방사면역

측정법에서는 LH st an dard curv e와 난소, 자궁, 부정소 추출물을 사용한 curv e가 동일하게

sigm oid 형태를 보임으로서 흰쥐 생식기관내에 im munoreact iv e LH가 존재함이 증명되었다. 이상

의 결과는 흰쥐의 LH가 생식소외에도 자궁과 부정소에서 발현되어 이들 조직에서 국부적인 조절

인자로 작용함을 시사하는 것이다.
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F ig ure le g en ds

F ig ure 1 . Detection of th e tr an script s for rat LH subunit s in th e rat r eprodu ct iv e t is su es by

RT - P CR. P CR an d electrophoresis w ere carr ied out as described in M at erials and M ethods .

A ; Am plification of cDNA fragm ent s coding the LH region s com m only foun d in the rat

pituitary an d t est is . B ; A mplificat ion of cDNA fragm ent s from the α- subunit tr an script s .

M , DNA size m arker ; P , pituitary ; T , testis ; E , epididym is ; O, ov ary ; U , ut eru s ; (- ), negat iv e

control.

F ig ure 2 . LH RIA parallelism w ith increasin g am ount s of LH standard and th e t is sue

ex tract s , in dicat in g th e presence of imm unoreact iv e LH - like m olecules in th e rat ov ary . In

this experim ent , ov aries an d uteri from imm ature rat s (Day 25) and epididymis from adult

r at s (4 m onth s old ) w ere u sed.

F ig ure 3 . LH RIA for m easurin g th e rat epididym al LH contn ent s . Caput , corpu s an d cau dal

part of epididym is from adult rat s (4 m onth s old ) w ere hom ogenized, centr ifug ed an d the

result ing supernat ant w ere u sed in RIA .
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