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초 록

In mous e , the he at s hock prote in 70-2 (hs p70-2) is found to have s pe c ia l funct ion in

s pe rmatoge nes is . Bas ed on the obs e rvat ion , the hypothes is that huma n hs pA2 (huma n

ge ne ; 98 .2% a mino a c id homo logy w ith hs p70-2) mig ht have importa nt function in

s pe rmatoge nes is in huma n tes tes was propos ed . To tes t the hypothes is , we exa mined

the expres s ion of hs pA2 in huma n tis s ues .

Expres s ion ve cto r pDMC4 for expres s io n of the huma n hs pA2 prote in us ing pTricHis B

(invitroge n, USA) was co ns tructe d a nd the expres s e d hs pA2 prote in was cros s -re a cted

w ith a nt is e rum 2A ra is e d aga ins t mo us e hs p70-2 prote in . Bas ed on the cros s -re a ctivity ,

we dete rmined the expres s ion leve l of hs pA2 prote in in huma n t is s ues by wes te rn blot

a na lys is us ing the a nt is e rum 2A.

We de monstrate d that a nt is e rum 2A a ntibod ies d ete cted huma n hs pA2 prote in w ith

s pe c ific ity w hich wa s prod uced in the E.coli expres s ion s yste m . On Wes te rn blot

a na lys es , s ig nifica nt hs pA2 expres s io n wa s obs e rved in tes tes w ith norma l



s pe rmatoge nes is , w he re as a low leve l of hs pA2 was expre ss ed in tes tis w ith S e rto li-ce ll

only synd ro me . Als o , a s ma ll a mount of hs pA2 was dete cted in bre as t , s toma ch, pros tate ,

colon, live r, ova ry , a nd e pid idymis . Thes e res ults de mons trate that the hs pA2 prote in is

hig hly expres s ed in ma le s pe c ific ge rm ce lls , w hich in turn s ugges ts that hs pA2 prote in

mig ht play a s pe c ific ro le d uring me ios is in huma n tes tes as s ugg es ted in the murine

mode l. Howeve r, furthe r s tud ie s s ho uld be atte mpted to de te rmine the function of hs pA2

prote in in huma n s pe rmatog e nes is .

Key Wo rds : S pe rmatoge nes is , hs pA2 prote in , S e rto li-ce ll only s ynd rome , a nd wes te rn blot

a na lys is .

서 론

정자 형성은 미성숙 남성 생식세포로부터 체세포 분열과 감수분열, 그리고 세포

분화의 복잡한 과정을 통하여 이루어진다. 이들 과정 중에 특정 단백질 발현과 그 발현 양

의 변화에 의해 세포의 형태 그리고 기능의 변화가 이루어진다.

He at s hock prote in (hs p)들은 세포들이 여러 가지 스트레스를 받을 때 그것에 대

한 방어 작용으로서 세포 내에서 빠르게 합성되는 단백질이다 (Mille r등, 199 1) . 방어 작용

으로 뿐만 아니라 어떤 hs p들은 스트레스에 의하지 않고도 일정하게 발현이 되어 이들이

세포 내에서 다양한 기능에 관여하고 있다고 보고되고 있다. Hs p들은 주로 단백질의

de g radat ion , 단백질의 fo ld ing , as s e mbly , 그리고 t ra ns port의 기능과 관련이 있다고 알려져

있다 (Ge orgopo ulos 등, 1993) . Hs p들은 또한 ge rm ce ll분화 등과 같은 발생과정에서 중요

한 역할을 한다고도 알려져 있다. 이들 hs p들 중에 가장 풍부하고 일반적인 단백질은 70

kDa 범위의 단백질들(hs p70)이다.

생쥐에서 정자형성과정동안에 발현이 되는 hs p70으로 태사기 정모세포 단계에서

높은 수준으로 발현하는 hs p70-2 단백질 (Alle n등, 1988)에 대한 연구가 최근까지 이루어져,

생쥐 생식세포에서 hs p70-2 단백질은 hsp 70-2 유전자의 산물이라는 것이 밝혀졌다 (Ros a r

io등, 1992) , 이 유전자는 인간의 hspA 2 유전자의 아미노산 서열이 98 .2%로 동일하여 아마

인간에서는 hs pA2 단백질이 생쥐의 hs p70-2 단백질과 같은 기능을 할 것이라고 생각

(Bonnycas t le등, 1994)은 되나 아직 규명은 되지 않은 상태이다.

본 실험은 인간의 hs pA2유전자의 산물을 대장균을 통하여 발현시킨 후 생쥐의

hs p70-2 단백질의 발현을 연구하는데 사용했던 a nt is e rum 2A를 적용하여, 그 항체가 인간의

hs pA2 단백질과 cros s -re a ct ivity가 있는지를 증명하고자 하였고, 이를 토대로 인간의 여러



조직에서 hs pA2 단백질 발현을 연구하여 hs pA2 단백질이 남성 생식세포의 발달과 관련이 있

는지를 연구하고자 하였다.

재료 및 방법

1 . Hs pA 2 단백질을 얻기 위한 e x pre s s io n v e c to r의 제조

HspA2 ge ne의 o pe n re ad ing fra me (O RF)을 증폭시키기 위한 prime rs 를 제작하였

으며, plas mid에 c loning을 용이하게 하기 위하여 한쪽 prime r는 EcoR I 제한 효소 s ite를 넣

어서 제조하였고 다른 한쪽은 Hind III 제한효소 s ite를 넣어 제조하였다. s e ns e prime r의

s eq ue nce는 5 '-g ctcgga attcagtcagga tgtctg-3'이었고 a nt is e ns e prime r는 5'-agtgca agcttagtcca ct

tcttcg at-3'이었다. Ge nomic DNA는 다음과 같이 준비하였다. 정상적으로 정자 생성이 일어

나는 정소 조직을 1.5ml microce ntrifuge tube 에 담고, 미리 60-65o C로 예열 시킨 prote inas e

K용해 용액 (0 .5% S DS , 0 .1M Na Cl, 0 .05 M Tris [pH8 .0], 2 mM EDTA)에 신선한 prote inas e

K를 최종 농도가 100ug/ml가 되도록 만든 다음 이 용액 200ul를 조직에 가하고 6시간동안

60-6 5o C로 유지하며 세포를 용해 시켰다. 여기에 8M potas s ium a cetate 37 .5ul를 넣고 잘

섞은 후 chloroform 250ul를 첨가하여 얼음에 30분 정도 방치하고, 이어 10 ,000 rpm으로 8

분간 원심 분리하여 상층 액을 얻었다. 이 상층 액을 에탄올로 침전시킨 후 RNa s e 처리로

RNA를 제거하여 DNA를 얻었다. Hs pA2 단백질의 ope n re ad ing fra me (ORF)은 중합 효소

반응으로 증폭하였다. 중합효소 반응은 94 o C에서 1분, 62 o C에서 30초, 그리고 72 o C에서 2

분 동안 진행시키는 cyc le 로 35 cyc le 실행하였고 마지막에 72 o C에서 10분 동안 반응 시켰

다. 중합효소 반응에 의해서 합성된 ORF의 크기는 1.93kbp로서 EcoR I/Hin d III 제한효소로

처리한 후 ag a ros e g e l에서 e le ctroe lution하여 pBS plas mid에 c loning , E.coli s t ra in To p10+

에 t ra ns formation시킨 후 증폭된 산물이 맞는지를 s e q ue nc ing하여 확인하였다. (Fig . 1.

S che matic d ia g ra m) . P las mid pDMC3를 E.coli에서 증폭시켜 회수한 후 EcoR I/Hin d III 제한

효소로 잘라서 e le ctroe lutio n하여 ORF를 회수하였다. 회수된 ORF는 expre ss ion ve ctor인

pTrcHis B (Invitrog e n, USA)에 c loning하여 hs pA2 expre ss ion ve ctor pDMC4를 준비하였다.

Hs pA2 단백질의 발현은 IPTG 1 mM을 사용하여 시간 별로 2 , 4시간동안 유도하였으며 생

쥐의 hs p70-2 단백질의 항체 a nt is e rum 2A를 사용하여 발현시킨 인간의 hs pA2 단백질과의

cros s -re a ctivity를 시험하였다.



2 . 조직의 준비

불임을 주소로 내원한 무정자증 환자들 중 고환 조직 검사를 시행하여, 폐쇄성 무정자

증을 가진 정상적인 정자형성이 일어나는 환자와 써토리 세포 증후군 환자의 고환조직, 그

리고 조직 검사 후 정상으로 나타난 인간 조직들을 회수 후, 즉시 액체 질소에 담가 실험

때까지 냉동 보관하였다.

3 . 단백질 용액의 준비

액체질소에 보관한 조직들을 신선하게 준비된 단백질 lys is buffe r (50mM Tris pH7 .5 ,

150 mM Na Cl, 0 .1% NP-40 , 50 mM Na F, 1mM DTT, 1mM P MS F, 10νg/ml s oybe a n

tryps ine inhib ito r, 10νg/ml le upe pt ine , 10νg/ml a protinin)에서 균질화 시켜 단백질 균질액

을 준비하였다. 그 균질액을 4 ℃, 10 ,000 rpm에서 10분간 원심 분리하여 윗 용액을 취한

후 S DS-PAGE와 w es te rn blot분석에 사용하였다. 조직들의 추출물의 단백질 농도는 micro

BCA as s ay 방법을 사용하였다.

4 . We s te rn blot 분석

조직들로부터 전체 단백질 20μg을 S DS 단백질 s a mple buffe r (62 .5 mM Tris

pH6 .8 , 40 mM DTT, 2% S DS , 0 .025% bromophe no l blue , 10% g lyce rol) 10μl에

res us pe ntio n시킨 후 5분 동안 boiling하고 12% S DS -PAGE로 분리한 후 nit roce llulos e

me mbra ne으로 e le ctrotra ns fe r하였다. 그 blots 을 5% non-fat d ryed milk가 첨가되어 있는

TBS-T (TBS buffe r + 0 .1% Twe e n 2 0)로 1시간동안 상온에서 blocking을 시키고 TBS -T로

3회 세척 후 a nt is e rum 2A (1:2 ,000희석)를 첨가하여 1차 반응을 시켰다. TBS -T로 3회 세

척 후 a nti-ra bbit 항체를 사용하여 2차 반응을 시킨 후, 그 단백질은 기질인

4-chloro-1-na phtol을 사용하여 de te ct ion 하였다.



결 과

Hs pA 2 ex p res s io n in E.c o li w ith exp res s ion v e c tor

생쥐의 hs p70-2 단백질만을 특이하게 인지하는 a ntis e rum 2A가 인간에서 hs pA2 단

백질과 cros s -re a ct ivity가 있는지를 증명하기 위하여 대장균 발현 시스템을 이용하였다. 그

림 2 (A)는 expres s ion ve ctor가 있는 E.coli를 IPTG 1mM로 ind uct ion한 후 a nt is e rum 2A로

we ste rn blot한 결과이다. 1번 줄은 IPTG로 ind uction하지 않은 contro l군, 2 번 줄은 2시간

ind uction한 군, 3번 줄은 4시간 동안 hs pA2 단백질을 유도한 군이다. Wes te rn blot 결과에

서 볼 수 있듯이 2시간과 4시간동안 1mM IPTG ind uctio n후 에 발현양의 차이는 없었으며

따라서 2시간을 조건으로 hs pA2 fus ion단백질을 발현시켜 인간과 생쥐의 정소조직의 균질

액과 같이 wes te rn blot하여 보았다 (Fig . 2 B). Ant is e rum 2A에 의해 인간과 쥐의 정소 조직

에서 같은 크기의 단백질이 we ste rn blot으로 나타났고 (la nes 3 ,4) 대장균에서 발현시킨

hs pA2 fus io n 단백질도 같이 관찰되어(la ne 2) 이 항체가 생쥐에서 hs p70-2 단백질을 인지하

는 것과 같이 인간의 hs pA2 단백질과 cros s -re a ctivity가 있다는 것을 확인하였다.

Exp res s ion of Heat S ho ck Pro te in A 2 in Hum an Tis s ue

Antis e rum 2A가 인간의 hs pA2 단백질과 cross -re a ct ivity가 있다는 것을 확인한 후

인간의 여러 조직에서 이 단백질의 발현 정도를 비교해보고자 하였다. 그림 3은 인간의 여

러 조직의 단백질 균질액을 S DS-PAGE한 후 a ntis e rum 2A로 wes te rn blot한 결과를 나타

낸 그림이다. 정상적으로 정자 형성이 되는 폐쇄성 무정자증 환자의 고환 조직에서 hs pA2

단백질의 발현이 남성의 생식세포가 없는 비 폐쇄성 써토리 증후군을 가진 고환 조직에 비

해 아주 높게 증가되는 것을 볼 수 있으며(Fig .3A, la nes 1,2) , 여성 생식 세포가 있는

ova ry에서는 낮은 정도로 발현이 일어났다 (Fig .3B, la ne 7) . 또한 bre as t , s toma ch , pros tate ,

colon, live r, 그리고 e pid idymis 등의 조직에서도 아주 낮게 단백질의 발현이 관찰되었다

(Fig .3B, la nes 2 ,3 ,4 ,5 ,6 ,8) . 따라서 인간의 hs pA2 단백질이 주로 남성 생식세포에서 발현되

는 것을 알 수 있다.

토 론

우리는 본 실험을 통하여 다른 인간의 조직과 달리 정상적으로 정자형성이 이루어

지고 있는 고환 조직의 생식세포에서 인간의 hs pA2 단백질이 유의성 있게 높이 발현됨을

볼 수 있어, 이를 통하여 hs pA2 단백질이 인간의 정자 형성 과정에서 중요한 역할을 할 것

이라는 것을 알 수 있었다.



Alle n등 (1988)은 생쥐의 정자형성 과정에서 he at s hock에 의한 s t re s s 에 의하지 않

고도 계속적으로 발현이 되는 단백질을 동정하였으며 그 단백질을 P 70으로 명명하였다. 또

한 생식 세포들을 각 단계별로 분리하여 P 70 단백질이 세포의 분화과정 중 태사기 정자형

성 단계에서 특이하게 가장 많이 발현된다는 것을 보고하였다 (Alle n등, 1988) . 같은 연구팀

의 Ros a rio등(1992)은 P 70 단백질이 hsp 70-2 ge ne의 산물임을 확인하여 P 70단백질을

hs p70-2 단백질이라고 하였으며 생식세포와 체세포의 다른 he a t s hock 단백질과 결합하지

않는 hs p70-2 단백질에 대한 a nt is e rum 2A를 얻어 wes te rn blot 방법으로 이를 증명하였다.

Hs p70-2 단백질이 웅성 생쥐의 정자형성에 중요하게 작용할 것이라는 직접적인 증거는 같

은 연구팀의 Dix등 (1996)의 연구에 의해 밝혀졌는데 그들은 ge ne ta rget ing 방법으로

hsp 70-2 유전자의 발현을 제거했을 때 자성 생쥐는 이상이 없었으나 웅성 생쥐는 정자형성

이 1차 정모세포 단계에서 정지되고 불임을 유발함을 보고하였다.

위의 설치류를 통한 연구들을 우리는 인간의 정자형성을 연구하는데 적용하여 보

았다. 생쥐의 hs p70-2 단백질과 가장 유사성이 높은 인간의 단백질은 hs pA2이다

(Bonnycas t le등, 1994) . 이 단백질은 설치류의 hs p70-2 단백질과 98 .2%의 아미노산 배열의

동일성을 가지고 있다 (Bo nnycas tle 등, 1994). 따라서 hs p70-2 단백질을 인지하는 a ntis e rum

2A가 인간에서는 hs pA2 단백질과 cros s -re a ctivity가 있을 것이라고 생각되나 우리는

a ntis e rum 2A를 만드는데 사용했던 pe ptide s eq ue nce부분이 인간의 hs pA2 단백질과 아미노

산 서열이 가장 많이 틀리는 부분이라는 것을 확인하게 되었다. Hs p70-2 단백질의 6 11번부

터 628번까지를 a ntis e rum 2A를 만드는데 사용했는데 서열은

NH2-S KLYQGGP GGGGS S GGPT-COOH이고 그 부분의 hs pA2 아미노산 서열은 hs pA2 단백

질의 6 11번부터 634 번으로 NH2 -S KLYQGG P G

GGS GGGGS GGA S GGPT-COOH부분이다. 따라서 생쥐의 hs p70-2 단백질의경우 인간의

hs pA2 단백질의 622 번부터 627번까지 de let ion되어있고 hs p70-2 단백질의 623번 s e rine 아미

노산이 인간의 hs pA2는 ade nine 아미노산으로 차이가 난다. 따라서 우리는 이 a nt is e rum 2A

가 인간의 hs pA2 단백질과 cros s -re a ct ivity가 있는지를 일차적으로 연구하여 보았다. 인간의

hs pA2 유전자를 그림 1과 같이 cloning하여 대장균에서 발현 시켜 a nt is e rum 2A를 사용,

we ste rn blot으로 확인한 결과 히스티딘과 다른 아미노산들이 같이 결합되어 발현된 약

73 kDa의 fus ion 단백질이 dete ct되어 a ntis e rum 2A가 인간의 hs pA2 단백질과 cros s -re a ct ivity

가 있다는 것을 확인하였고 따라서 인간의 hs pA2 단백질이 생쥐의 hs p70-2 단백질과 유사한

기능을 할 것이라고 생각되었다.

Bonnycas t le등(1994)은 hspA2 mRNA의 발현이 거의 모든 인간의 조직에서

cons t itutive 하게 발현이 되는데 정소에서는 유의차 있게 많이 발현됨을 관찰하였다. 생식세



포에서 대부분의 mRNA는 단백질과 결합되어있는 mRNP의 형태로 존재하여 mRNA와 단

백질의 발현에서 차이가 보일 수 있다. 따라서 우리는 hs pA2 단백질의 발현을 인간의 조직

에서 연구하여 보았다. 그 결과 mRNA발현과 유사하게 정상적으로 정자형성이 일어나고 있

는 인간의 고환 조직에서 대부분의 다른 인간 조직들에 비해 유의차이 있게 높은 hs pA2 단

백질의 발현을 보여 주었다 (Fig .3) . 이 결과는 hs pA2의 발현이 유전자의 전사 단계에서 주

요하게 조절됨을 나타내어 준다. 또한 남성의 생식세포가 전혀 없는 써토리 증후군 환자의

고환 조직에서도 다른 조직들과 비슷하게 낮은 수준으로 단백질이 발현되고, 여성의 생식

세포가 있는 난소에서도 낮게 발현이 되어 hs pA2 단백질이 남성의 생식세포에서만 특이하

게 많이 발현되는 것을 알 수 있었다.

이들 결과들은 인간의 hs pA2 단백질이 생쥐의 hs p70-2 단백질과 같이 남성의 생식

세포 발달과정에서 중요한 역할을 한다는 것을 시사해주며 대장균을 통하여 발현시킨

hs pA2 단백질을 통하여 인간의 생식세포에서 이 단백질의 어떠한 기능을 하는가에 대한 연

구가 진행 중이다.

결 론

결론적으로, 생쥐의 hs p70-2 단백질을 인지하는 a nt is e rum 2A가 인간의 hs pA2 단백

질과 cros s -re a ctivity가 있으며, hs pA2 단백질의 발현이 남성의 생식세포에서 특이하게 많이

발현이 이루어지고 있어, 인간의 정자형성에서 생식세포가 발달하는데 어떤 중요한 역할을

한다는 것을 알 수 있었다. 인간의 정자형성 과정에서 hs pA2 단백질의 기능을 밝히기 위해

서는 그 단백질이 생식세포 내에서 어떻게 작용을 하는지에 대한 세포 생화학적인 연구가

필요할 것이라고 생각된다.

참고 문헌

Alle n RL, O'Brie n DA, Eddy EM: A nove l hs p70-like prote in (P 70) is pres e nt in mous e

s pe rmatoge nic ce lls . Mol Ce ll Biol 1988 , 8 , 828-832 .

Bonnycas t ile LLC , Yu CE, Hunt CR, Tras k BJ , Cla ncy KP , We be r J L, et a l.: C loning ,

s eq ue nc ing , a nd ma pping of the huma n chromos ome 14 he at s hock prote in g e ne

(HS P A2) . Ge nom ics 1994 , 2 3 , 85-93 .

Dix DJ , Alle n J W , Co llins BW, Mori C , Na ka mura N, P oorma n-Alle n P , et a l.: Ta rgeted

g e ne d is ruption of HS P 70-2 res ults in fa iled me ios is , ge rm ce ll a poptos is , a nd

ma le infe rtility. PNA S 1996 , 93 , 3264-3268 .



Ge orgopoulos C , We lch WJ : Role of the major he at s hock prote in as mo le cula r

cha pe rones . A nn u R e v Cell Biol 1993 , 9 , 6 0 1-634 .

G ira ldo A, S ilva E , Ma rt inez I, Ca mpos C , Guz ma n J : Pe rice ntric inve rs ion of

chromos ome 1 in thre e s te rile brothe rs . Hum Gene t 198 1, 58 , 226-227 .

J ohns o n S G : Tes ticula r biops y s core count a method for reg is trat ion of s pe rmatog e nes is

in huma n tes tis : norma l va lues a nd res ults in 335 hypogonad a l ma les . Horm one s

1970 , 1 , 2-15 .

Krets e r DM de , Burge r HG , Huds on B. The re lat ions hip betwe e n ge rmina l ce lls a nd

s e rum FS H leve ls in ma les w ith infe rt ility . J Clin Endocrinol Metab 1974 , 38 :

787-93 .

Le ona rd C , Bis s on J P , David G : Ma le ste rility as s oc iated w ith fa milia l t ra ns locat ion

hete rozygos ity : t (8 ;15) (q22 ;p11). Arch A ndol 1979 , 2 , 26 9-275 .

Mats umoto M, Fujimoto H: Cloning of a hs p70-re lated g e ne expre ss ed in mo us e

s pe rmat ids . Biochem Biophy s R e s Com m un 1990 , 166 , 43-4 9 .

Meye r J M, Roos M, Rumple r Y: Statist ica l s tudy of a s e miq ua nt itative eva lua tio n of

tes ticula r bio ps ies . Arch A ndrol 1988 , 10 ,7 1-79 .

Mille r EK, Ra es e J D, Mo rris o n-Bogorad M: Expres s io n of he at s hock prote in 70 a nd hes t

s hock cog na te 70 mes s e nge r RNAs in rat co rtex a nd ce re be llum afte r he at s hock

o r a mpheta mine tre atme nt . J Ne uroch em 199 1, 56 , 2060-2 07 1

Ros a rio MO , P e rkins S L, Obrie n DA, Alle n RL, Eddy EM: Ide ntificat ion of the ge ne for

the d eve lopme nta lly expres s ed 70 kDa he at-s hock prote in (P 70) of mous e

s pe rmatoge nic ce lls . De ve l Biol 1992 , 150 , 1-11.



Fig . 1 . S che matic d ia g ra m for co ns truction of expre ss ion ve ctor, pDMC4 .





A .

B .

Fig . 2 . Expres s ion of hs p A2 prote in in E.coli; (A) ind uction of hs pA2 prote in by IPTG 1

mM follow ing 0 , 2 , a nd 4 hours ; (B) For w es te rn blot ; La nes ; 1 , IPTG non-ind uced

contro l; 2 , hs pA2 ind uced by 1 mM IPTG for 2 hours ; 3 , hs pA2 in huma n tes tis extra ct ;

4 , hs p70-2 in mous e tes tis extra ct .
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Fig . 3 . Expres s s ion of the Hs pA2 prote in in huma n tis s ue s . (A ) La nes ; 1 , te s tis w ith

no rma l s pe rmatog e nes is ; 2 , te s tis w ith S e rto li-ce ll only s ynd rome , (B) La ne s ; 1 , te s tis

w ith no rma l s pe rmatoge ne s is ; 2 , b re as t ; 3 , s toma ch; 4 , pros ta te ; 5 , co lo n; 6 , live r; 7 ,

ova ry ; 8 , e pid idymis .






