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서 론.

은 주로 성장Insulin-like growth factor(IGF)-I

호르몬의 성장 촉진 작용의 대부분을 매개하고
는 태아의 성장을 촉진하는 의 크IGF-II 7.5-kDa

기를 가진 생리조절물질이다 와peptide (Jones
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ABSTRACT

The aims of this study were as follows: 1) identification and cloning of an intron of the gene coding for
porcine acid-labile subunit(pALS), a component of the 150-kDa ternary insulin-like growth factor(IGF) complex,
and amplification and cloning of 3' untranslated region(3' UT) of pALS complementary DNA, 2) identification
of pALS gene expression in porcine tissues by reverse transcription-polymerase chain reaction using an
intron-spanning primer pair and 3) identification of ALS gene expression in porcine hepatocytes. Following
nucleotide sequencing after amplification of pALS gene by PCR using genomic DNA as template with a
primer pair spanning the expected intron region and insertion of the PCR product into a plasmid vector, a
1,371-base pair(bp) intron of pALS gene has been identified at a site of pALS gene identical to those of other
ALS genes of known species. Also identified and sequenced in the present study was a 147-bp 3' UT
following 3' rapid amplification of cDNA end(3' RACE) using RNA isolated from the liver as starting
template. Results of the RT-PCR have exhibited that pALS gene is expressed not only in the liver but in
other internal organs(kidney, lung, spleen), female reproductive organs(ovary, oviduct, uterus) and skeletal
muscle. Moreover, in the liver, the ALS gene was found to be expressed in hepatoctytes by in-situ
hybridization. These results suggest a possibility that in addition to the known major role as plasma IGF
reservoir/regulator, ALS may also have unknown role(s) in the extra-vascular space.
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이 혈중 는Clemmons, 1995; , 1996, 2000). IGF
대부분 간에서 분비된 후 의40 45-kDa IGF-～

와 의binding protein-3(IGFBP-3) 85-kDa acid-labile
와 결합되어subunit(ALS) 150-kDa ternary com-

형태로 존재한다plex (Furlanetto, 1980; Baxter
등 따라서 는 의 로서 혈, 1989). ALS IGFBP-3 BP
중 의 반감기 를 연장시켜IGF (plasma half-life)
혈중에 를 저장하여 생체의 이용률을IGF IGF
극대화하는 역할을 한다.

유전자는 두 개의 와 종에 따라ALS exons
내외 크기의 으로 구성되어있는데1-kb intron ,
과 에는 각각 의 전반부를exons 1 2 signal peptide
하는 와 그 이하 모든coding sequence coding se-
가 존재하고 은 종간quence exon-intron junction

에 잘 보존된 것으로 알려져 있다 등(Boisclair ,
와 등1996; Delhanty Baxter, 1997; Rhoads , 2000;
등 는 혈장단백질이기Suwanichikul , 2000). ALS

때문에 간 이외의 조직에서는 유전자의ALS
발현이 거의 검출되지 않았고 와(Dai Baxter,

와 등1994; Delhanty Baxter, 1996; Rhoads ,
간에서의 유전자 발현은 주로 성장2000), ALS

호르몬에 의해 제어 등 되는 것으로(Ooi , 1997)
알려져 있다.
선행연구에서 본 연구진은 돼지 유전자ALS
의 내에서 의 후반부로부exon 2 signal peptide
터 의mature ALS protein COOH말단까지의-

를 하고 간은 물론 몇몇coding sequence cloning ,
간 이외의 조직에서도 유전자가 발현됨을ALS
확인하였고 등 이어지는 연구정(Lee , 2001), (
등 에서는 유전자의 비해독 부위, 2002) ALS 5'

를 하였다 그러(untranslated region; UT) cloning .
나 이들 선행연구에서는 유전자 의ALS intron
존재 여부가 확인되지 않았기 때문에 intron-

를 이용하여 낮은 수준의spanning primer pair
유전자 발현의 여부까지 판명할 수 있는
reverse transcription-polymerase chain reaction(RT-

방법으로 간 이외의 조직에서 유전PCR) ALS
자 발현을 확인하지 못하였다 따라서 본 연구.
는 돼지 유전자의 과 의ALS intron ALS cDNA

를 한 다음 로 간 이외3' UT cloning RT-PCR
의 조직에서의 유전자 발현의 여부를ALS
확인하고 마지막으로 간 조직 중, hepatocyte

에서의 유전자 발현을 확인하고자 착수되ALS
었다.

재료 및 방법.

1. Intron cloning

돼지 는 교잡종 백색계 돼지 혈genomic DNA
액으로부터 DNA extraction kit(Promega, Madison,

를 이용하여 제조자의 지시대로 추출WI, USA)
하였다 돼지 의. ALS(porcine ALS; pALS) intron
부위는 ALSF2(5'-ATGGCCCTGAGGAAA-3') for-

와ward primer ALSR2(5'-GAGGTTCCGGGAG
CTGCAGAA 를 이용하여-3') reverse primer PCR
로 증폭하였다 반응물은. PCR DNA template

각각0.2 g, forward & reverse primers 25pmoles,μ
각각의 deoxy nucleoside-5'-triphosphate 10nmoles,
Taq polymerase(TaKaRa Shuzo Co., Otsu, Japan)
와 최종 농도 를 첨가하고2.5U DMSO 10%( )

10 × PCR buffer[1 × = 10mM Tris-HCl(pH 8.3),
50mM KCl, 1.5 mM Mg+ 와] H2 를 넣어 최종O

농도와 반응물의 부피가 각각PCR buffer 1 ×
및 되게 하였다 반응은 분50 l . PCR 94 3μ ℃
(denaturation)→ 분[denaturation(94 1 )℃ → annealing

초{58 15℃ → 초55 15℃ → 초53 15℃ → 50℃
초15 }→ 분extension(74 3 )]℃ × 35cycles→ 72℃

10분→ 조건 하에서 수행하였다4 . PCR prod℃ -
는 전술 등 한 바와 같이 전기영동uct (Lee , 2001)

법으로 정제하여 TA-cloning vector(Invitrogen,
에 삽입하여San Diego, CA, USA) automated

di 방법으로deoxynucleotide chain-termination DNA
의 염기서열을 결정하였다insert .

2. 3' rapid amplification of 3' cDNA end(3'
RACE)

의 는pALS cDNA 3' untranslated region(3' UT)
를 이용하여 제조자의3' RACE kit(Invitrogen)

지시에 따라 수행하였다 개괄적으로 돼지의. ,
간에서 추출한 를 주형으로total cellular RNA
하고 부위에 가 연결된3' adaptor primer oligo

를 이용한 역전사 반응으로(dT) primer first-
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를 합성한 다음 를 첨가strand cDNA RNase H
하여 주형을 제거하였다 의RNA . pALS cDNA

는 를 로 하여3' UT first-strand cDNA template
의 과 인접한 부pALS cDNA termination codon

위에 위치한 ALS1F forward primer(5'-CTCAG
와CGAGGCACACTTTGCTCCC-3') first-strand

합성시 이용됐던 의oligo(dT)-adaptor primer ad-
ap 부위와 보족되는tor (reverse) universal ampli-
fication prim 를 이용하여 로 합성하여er PCR

에 삽입하고 염기서열을 결정TA-cloning vector
하였다.

3. Reverse transcription-polymerase chain
reaction(RT-PCR)

생체중 약 의 암퇘지를 도축장에서 도110kg
축한 직후 내장 기관 및 조직을 채취하여 액체
질소에 급속냉동시켜 실험실로 운반한 다음

을 이용하여 를 추출하Trizol total cellular RNA
였다 은 전술 등 한 바와 같. RT-PCR (Lee , 2001)
이 를 이용하여cDNA Cycle kit(Invitrogen) 10 gμ

를 로 하여total RNA template first-strand cDNA
를 합성하고, ALSF1(forward)-R1(reverse) intron-
spanni 를 이용하여 을 수행하였ng primer pair PCR
다 이들 의 상에. forward & reverse primers cDNA
서의 위치와 염기서열은 각각 #32 51～ & #278～
이고 염기서열은 각각298 , (5'-GAGGGATGGCCC

및TGAGGAAA-3') 5'-AGGAGAAGTTGTTGCTG
이었다TCCA-3') .

4. ALS fluorescence in-situ hybridization
(FISH)

돼지 간 조직에 대한 는 간조직의FISH slide
표본을 in vitro 으로transcription digoxigenin

시킨 와 반응시킨(DIG)-labeling pALS riboprobe
다음 가 된alkaline phosphatase(AP) conjugation

항체와 반응시킨 후 형광을 발anti-digoxigenin
하는 기질 과 반응시키(fluorescent) AP (substrate)
는 을 이용하였다 등detection system (Kim , 2001;

등 본 실험을 위하여 먼저Sohn , 2002). ALSF1-
를 이용하여 합성한R1 primer pair liver RT-

를PCR product pGem-T Easy plasmid vector
에 삽입한 후 염기서열을 결정하여(Promega)

의267-bp pALS cDNA fragment insert orientation
을 확인하였다 을 각각. pALS plasmid 1 g Sph Iμ
과 제한효소를 써서 절단 하Pst I (linearization)
여 및 를 이용한SP6 & T7 promoter DIG-UTP

로DIG-labeling kit(Roche, Penzberg, Germany) in
vitro 하여transcription anti-sense & sense(negative

를 하고control) riboprobes DIG-labeling phenol-
방chloroform extraction & ethanol precipitation

법으로 정제하였다 간 조직 표본은 에서. 65℃
시간 한 다음 위에서 준비한1 prehybridization

를 함유한DIG-labeled riboprobe 50ml hybridiza-
tion solution(2 × SSC, 50% formamide, 1% SDS)
에 넣어 에서 시켰다65 overnight incubation .℃

표본은Slide Tris-buffered saline[TBS; 10mM
으로 세척하고Tris-HCl(pH 7.4) & 150mM NaCl]

으로 한 다음5% mouse serum blocking 1:2,000
항체AP-conjugated anti-DIG Fab fragment( ) 50 lμ

와 에서 반응시키고 세척한 후 상4 overnight℃
온에서 시간 동안2 1ml detection solution
[15.68ml AP buffer{0.1M Tris-HCl(pH 9.5) &
0.1M NaCl} + 0.16ml 2-hydroxy-3-naphthoic acid-
2'-phenylanilide phosphate(HNPP; AP substrate) +
0.16ml 4-chloro-2-methylbenzenediazonium hemi-

보조시약 과 반zinc chloride salt(Fast Red TR; )]
응시키고 로 세척하였다 완성된 표TBS . FISH
본은 파장대의 필터 필터500 540-nm (WIG ;～

를 장착한 형광현미경Olympus, Tokyo, Japan)
하에서 관찰하고 형(Model AX-70, Olympus) ,

광영상은 와PM-30 photomicroscope(Olympus) ASA
을400 color film(Kodak, Rochester, NY, USA)

이용하여 촬영하였다.

결 과.

1. ALS intron ALS cDNA 3'
UT

돼지 를 로 하여genomic DNA template intron-
를 이용한 로 돼지spanning primer pair PCR

유전자의 을 증ALS(porcine ALS; pALS) intron
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폭하고 에 삽입하여 염기서열을plasmid vector
결정하였다 또한 돼지의 간에서 추출한. RNA
를 역전사하여 얻은 를first-strand pALS cDNA

로 하여 부위의template termination codon

와 를 이용forward primer (reverse) adaptor primer
한 로 의 부위를 합성PCR pALS cDNA 3' UT ․
증폭 하고 염기서열을 결정하였다(3' RACE) .

은 이들 두 부위의 염기서열이다Fig. 1 . pALS

Fig. 1. Nucleotide sequences of the pALS intron and the 3' untranslated region of pALS cDNA.
The pALS intron and 3' untranslated region(3' UT) were amplified by PCR using an
intron-spanning primer pair and 3' rapid amplification of cDNA end(3' RACE), respectively.
The intron and 3' UT sequences are shown with flanking sequences which have been cloned in
previous studies. Nucleotide numbers of the cDNA(uppercase letters) and intron (lowercase
letters) are indicated in bold and italic letters in parentheses, respectively, at the right margin,
with each first nucleotide assigned #1. Sites of the forward and reverse PCR primers flanking
the intron as well as of the ALS gene-specific forward primer for 3' RACE are underlined.
Shaded are codons for the initiation of translation, the first amino acid of mature pALS protein
and termination.
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은 타 종의 유전자 등intron ALS (Boisclair ,
와 등1996; Delhanty Baxter, 1997; Rhoads , 2000;
등 에서와 같이 번째Suwanichikul , 2000) 6 codon

의 첫 번째와 두 번째 사이에 위치nucleotides
하였다 또한 의. 1,371-base pair(bp) pALS intron
염기서열은 타 종의 염기서열이 잘ALS intron
보존되지 않았듯이 어느 종의 염기ALS intron
서열과도 상동성을 보이지 않았다 타 종의. 3'
염기서열이 잘 보존되지 않았듯이 본 연구UT

에서 한 또한 타 종의sequencing 147-bp 3' UT
의 염기서열과 상동성을 나타ALS cDNA 3' UT

내지 않았다.

2. ALS

전술한 실험의 결과 유전자의 의pALS intron
존재와 그 염기서열이 확인되었으므로 intron-

를 합성이용하여spanning primer pair reverse․
transcription-polymerase chain reaction(RT-PCR)
방법으로 생체조직에서의 유전자 발현의ALS
여부를 조사할 수 있게 되었다 본 실험에서는.
먼저 간에서 추출한 로부터 예상된RNA 267-bp
크기의 를 확인RT-PCR product (Fig. 2, left
panel 한 다음 간 이외의 조직에서의 유전) ALS
자 발현의 여부를 검사하였다 놀랍게도 조사.
된 모든 내장기관과 근육배최장근 및 자성 생( )
식기관에서 추출한 의 결과 예상RNA RT-PCR
된 크기의 가 나타났다DNA product (Fig. 2,
right panel 더욱이 간을 포함한 여러 조직의).

를 에 삽입하여RT-PCR products plasmid vector
염기서열을 결정한 결과 ALS cDNA fragment

임이 확인되어 본 연구에서 조사된 모sequence
든 조직에서 유전자가 발현된다는 사실ALS
이 밝혀졌다 한편 본 의 목적이 각 조. RT-PCR
직에서의 유전자 발현의 여부 검정이었ALS
기 때문에 수가 의도적으로PCR cycle quan-

이 될 수 있는 수를 벗어났titative PCR cycle
고 따라서 상에 나타난 각 조직에, agarose gel
대한 의 는 선행RT-PCR product band intensity
연구 등 로부터 유추할 수 있는 조(Lee , 2001)
직별 의 상대적인 수준과는 무관ALS mRNA
하였다.

Li
ve

r

Ut
er

us
M

us
cle

Lu
ng

O
va

ry
O

vid
uc

t

Sp
le

en

Ki
dn

ey

1000

500

Li
ve

r

Ut
er

us
M

us
cle

Lu
ng

O
va

ry
O

vid
uc

t

Sp
le

en

Ki
dn

ey

1000

500

Fig. 2. ALS reverse transcription-polymerase
chain reaction(RT-PCR).
The RT-PCR was performed using total
cellular RNA with a primer pair span-
ning 267-base pair(bp) nucleotides en-
compassing a mRNA splicing site, fol-
lowed by 1% agarose gel electrophresis
and visualization by ethidium bromide
staining. Left, a RT-PCR product for the
liver(right lane) was loaded along with a
100-bp DNA ladder(left lane). Right, RT-
PCR products for the indicated organs/
tissues were loaded. Only the 267-bp
PCR product of expected size is shown
in this figure.

3. ALS : fluorescence
in-situ hybridization(FISH)

쥐의 간에서 유전자는ALS parenchymal cell
에서 발현되는(hepatocyte) 것으로 알려져 있다

돼지에서도 유전자가(Chin et al., 1994). ALS
에서 발현되는지의 여부를 확인하hepatocyte

기 위해 를digoxigenin-labeled pALS riboprobe
합성하여 간 조직 표본과 시킨hybridization
다음 형광을 발하는 을 이용detection system
하는 를 수행하였다 예상대로FISH . anti-sense

를 이용한 간 표본 는 형pALS riboprobe FISH
광을 발하였으나(Fig. 3, upper left panel),

를 썼을sense pALS riboprobe(negative control)
때는 형광을 발하지 않았다(Fig. 3, upper
right panel 또한 는). anti-sense pALS riboprobe
간 조직 특유의 구조sinusoid (Fig. 3, lower
left panel 의 에 결합함을 보임으로) hepatocytes
써(Fig. 3, lower right panel 돼지 간에서도)

유전자가 에서 발현됨이 확인ALS hepatocyte
되었다.
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고 찰.

A 가 혈중 대부분의 를 운반하는LS IGF
를 결합하여IGFBP-3 ALS:IGFBP-3:IGF ternary
를 형성함으로써 혈중 의 저장체 역complex IGF

할을 한다는 사실은 오랫동안 잘 알려져 왔다
와 등(Rechler Clemmons, 1998; Boisclair , 2001).

또한 는 혈중 대부분의 를ALS IGF ternary
형태로 혈관 내에 국한시킴으로써 혈complex

관으로부터 쉽게 조직으로 확산되는 free IGF
혹은 IGF : 의 과다한 포IGFBP binary complexes
도당 운반 자극 작용에 의해 야기될 수 있는
저혈당 의 위험으로부터 생체를(hypoglycemia)
보호해 주고 혈중 의 이용률을(Zapf, 1993), IGF
극대화시킴으로써 정상적인 성장을 가능하게
하는 역할을 하기도 한다 등(Ueki , 2000).
본 연구에서는 선행연구 등 의 연(Lee , 2001)
장으로서 돼지 유전자 상에서 타ALS(pALS)
종의 유전자에서와 동일한 위치에서ALS

의 존재를 확인 함으로써intron cloning․ RT-PCR
방법으로 조직에서의 유전자 발현을 조사ALS

하는데 이용할 수 있는 intron-spanning primer
를 합성할 수 있게 되었다 또한pair . pALS
의 부위에서 를cDNA 3' UT 147-bp sequence
함으로써 선행 연구 등 정 등cloning (Lee , 2001; ,
결과와 합하여 총2002) 2,004-bp pALS cDNA

염기서열을 확보하게 되었다 그러나 본 연구.
에서는 부위에서 서열이 확3' UT poly(A)-tail
인되지 않았고 편집된 의 총 의 길, pALS cDNA
이가 약 의 보다 짧기 때문2.2-kb pALS mRNA
에 의 혹은3' RACE product cloning sequencing
도중 부위의 일부가 소실된 것으로 추측된tail
다 인간 등 양 등. (Leong , 1992), (Rhoads , 2000)
및 쥐 와 의 에서(Dai Baxter, 1992) ALS cDNA

에서 의 개시부까지termination codon poly(A)-tail
의 길이는 각각 약 및 에 이180-, 150- 270-bp
르는 것으로 산정된다.

을 수행한 결과 놀랍게도 간을pALS RT-PCR
포함한 조사된 모든 돼지 조직 특히 선행연구

등 에서(Lee , 2001) RNAse protection assay(RPA)
방법으로 유전자 발현이 확인되지 않았던ALS
신장 폐 및 난관에서까지 유전자 발현이, ALS

Fig. 3. ALS fluorescence in-situ hybridization (FISH) on the pig liver slice. The ALS FISH was
performed on the pig liver specimen using a 267-nucleotide pALS anti-sense riboprobe(upper
left and lower panels) or sense riboprobe(upper right panel; negative control). Note the sinu-
soidal structure in lower left panel and hybridization signals on hepatocytes(lower right panel,
arrows) in the magnified microscopic field of the lower left panel.
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확인되었다 현재까지 연구발표된 모든 종에서. ․
에 의해서는 가 간에Northern blotting ALS mRNA

서만 검출되었다 와(Dai Baxter, 1994; Delhanty와
등 등Baxter, 1996; Rhoads , 2000; Lee , 2001).

그러나 in-situ 방법을 이용하여hybridization
등 과 등 은 각각 쥐의Chin (1994) Wandji (2000)

신장 피질과 돼지의 난소에서도 낮은 수준의
가 존재함을 밝혔고 본 연구진ALS mRNA , (Lee

등 은 방법으로 돼지의 근육 비장, 2001) RPA ,
및 자궁에서도 역시 낮은 수준이지만 유ALS
전자가 발현됨을 밝힌 바 있다 또한 쥐에서.

유전자는 간 조직 중 에서 발ALS hepatocyte
현분비되는 것으로 알려져 있는데 등(Chin ,․

등 본 연구의1994; Scharf , 1996) in-situ
결과 돼지에서도 역시hybridization hepatocyte

에서 유전자가 발현됨이 확인되었다 따라ALS .
서 기 발표된 연구결과와 본 결과를RT-PCR
종합하면 이 혈중 의 저장조절, ALS protein IGF /
체로서의 주기능 외에 말초 조직의 모세혈관
밖에서도 미지의 기능이 있을 가능성 또한 배
제할 수 없다.

요 약.

본 연구의 목적은 다음과 같다 돼지에서: 1)
150-kDa ternary insulin-like growth factor(IGF)

의 한 구성 요소인complex acid-labile subunit
유전자 의 존재 확인 및(ALS) intron cloning․

돼지 ALS(porcine ALS; pALS) complementary
의 비해독 부위DNA(cDNA) 3' (untranslated) (3'

증폭UT) cloning, 2) intron-spanning primer pair
를 이용한 reverse transcription-polymerase chain

방법에 의한 돼지 조직에서의reaction(RT-PCR)
유전자 발현 분포 확인 및 돼지ALS 3)
에서의 유전자 발현 여부 확인hepatocyte ALS .

돼지 를 로 하여 방genomic DNA template PCR
법으로 예상되는 부위를 증폭하고intron

에 삽입하여 염기서열을 결정한plasmid vector
결과 타 종의 유전자에서와 같은 위치에ALS

의 이 존재함을1,371-base pair(bp) pALS intron
확인하였다 역시 본 연구에서 간에서 추출한.

를 주형으로 시작하여RNA 3' rapid amplification

방법으로 의of cDNA end(3' RACE) 147-bp 3'
를 합성하고 그 염기서열을 결정하였다UT . RT-
결과 간은 물론 조사된 모든 돼지의 내장PCR

기관신장 폐 비장과 자성 생식기관난소 난( , , ) ( ,
관 자궁 및 골격근육에서 유전자가 발현, ) ALS
됨이 밝혀졌다 또한 돼지 간 조직에 대한.
in-situ 결과 에서 유hybridization hepatocyte ALS
전자가 발현됨이 확인되었다 이상의 결과는.
가 혈중 의 저장조절체로서의 주기능ALS IGF /

외에 모세혈관 밖에서도 미지의 기능이 있을
가능성을 시사한다.
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