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1. 서론

상동재조합(Homologous Recombination, HR)은 DNA의

복제, 재조합과정에서일어나며박테리아부터인간까지모든

종에서 상당히 보존되어있다(1). HR을 통한 유전자 적중은

상동서열을 이용하기 때문에 관심 있는 유전자를 원하는 위

치에정확하게 Knock-in할수있다(2). 그러나 HR은세포주

기의 S/G2에서만 특정적으로 일어나며(3), 특히 고등동물세

포에서 HR의 빈도는 NHEJ에 비해 매우 낮다고 보고된 바

있다(4). 따라서 외래 유전자의 효율적인 Knock-in을 위해

HR을 향상시키는 것은 상당히 중요하다. HR에 관여한다고

알려진 Rad51과 Dmc1은 상동염기쌍 형성과 가닥 침입단계

의 주된 recombinase이다(5). Dmc1은 감수분열과정에서만

발현하지만 Rad51은 유사분열과 감수분열단계 모두에 발현

한다고 보고된 바 있다(6). Rad51과 HR의 연관성은 세포 내

에 인위적인 DSB를 유도하는 UV조사, Inoizing-radiation등

을통해확인된바있다(7,8). 또한 Human cell에 UV를조사

했을 때 S기 동안 Rad51의 발현이 증가되었다고 보고된 바

있다(9). 이와같은연구들은 Rad51이 HR에관여하는단백질

임을 증명한다. HR은 Mismatch reapir(MMR)을 통해

fidelity를 유지한다(10). MMR은 복제나 재조합동안 base

indel, replacement와같은문제를인식하고수리한다(11). 박

테리아에서 MMR은 광범위한 heteroduplex가 형성되면

MSH complex를통해비상동서열간의재조합을방지한다고

보고된 바 있다(10). 또한 포유동물세포에서 MSH2를

mutation시비상동서열간의재조합이증가했다고보고된바

있다(12). 따라서복제와 재조합동안에발생하는 HR과MMR

은 연관관계에 있다. 현재까지 HR을 이용한 Knock-in을 향

상시키기위해세포주기(13), HR관련유전자조절(14) 등다

양한 연구가 진행되었음에도 불구하고, 포유동물에서

Knock-in 효율은 낮다. 또한 mouse mammary gland cell에

서 HR 관련 유전자를 조절하거나 HR과 관련된 MMR gene

의 조절에 대한 연구는 부족하다. 본 연구는 HC11 세포에서

상동재조합을 이용한 효율적인 유전자편집기술을 개발하기

위한 기초 연구이며 mouse mammary gland cell인 Hc11 세

포에서 UV조사와 카드뮴 처리를 통해 HR의

recombinase(Rad51)의 발현을 확인하기 위하여 실시하였다.

또한 MMR inhibitor인 카드뮴 처리를 통해 mouse에서

MMR 관련 유전자의 발현을 검증하기 위해 실시하였다.
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유전자적중은 gene therapy, 유전자 기능연구, 재조합단백질생산등에이용된다. 상동재조합(HR)을 이용한 유전자적
중법은특정유전자위치에왜래유전자를정확하게도입할수있다. 따라서유전자적중효율을높이기위해상동재조합
의 발생빈도를 높이는 것은 중요하다. Rad51은 상동재조합의 가닥침입에 관여하고 HR과 관련된 Mismathch repair
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적중을 위해 UV조사 및 카드뮴 처리가 HR 관련 recombinase인 Rad51에 미치는 영향을 확인하였다. 또한 MMR
inhibitor인카드뮴처리를통해MMR관련유전자(Msh2, Msh3, Msh6)의 발현을검증하였다. 이와같은 Rad51과MMR
관련유전자의조절은상동재조합을통한유전자적중효율을향상시키기위한기초연구자료로사용될 것으로생각된다.
(Key words :Homologous recombination, Rad51, Mismatch repair)



2021년 한국산학기술학회 춘계 학술발표논문집

- 613 -

2. 결과 및 고찰

2.1 HC11 세포와 Testis에서 Rad51의 mRNA 발

현확인

유사분열과 감수분열 단계에의 Rad51의 발현을 확

인하기 위해 RT-PCR을 수행하였다. Template는

Normal HC11 세포와 mouse의 Testis 조직에서 확보

한 cDNA를 사용하였다. 그 결과 Hc11과 Testis에서

Rad51의 mRNA발현을 확인 할 수 있었다.

[그림 1] HC11과 Testis에서 Rad51의 mRNA 발현. 가) HC11 세포
에서 Rad51의 mRNA발현. 나) Testis에서 Rad51의 mRNA 발현.
M, DNA size marker (100bp ladder);RT-,Reverse transcriptase-,
RT+, Reverse transcriptase +

2.2 HC11에 UV조사를 통한 Rad51의 단백질 발

현확인

HC11 세포에 UV조사에 따른 Rad51과 Dmc1 단백질

의 발현을 확인하기 위해 immunocytochemistry을 실

시하였다. 그 결과 UV를 조사하였을 때 Rad51의 단백

질 발현이 증가했다. 따라서 HC11에 UV조사는

Rad51의 발현을 증가시키는 것으로 사료된다.

[그림 2] Hc11 세포에서 UV 조사 유무에 따른 Rad51 단백질 발현
확인

2.3 HC11에 카드뮴 처리를 통한 Rad51과 MMR

related gene의 mRNA 발현확인

HC11 세포에 1 uM의 카드뮴처리에 따라 Rad51과

MMR related gene(MutS)의 mRNA 발현을 확인하기

이해 RT-qPCR을 수행하였다. 그 결과 생쥐 Rad51의

mRNA 발현은 카드뮴을 처리하지 않은 군에 비해 1일

째 증가했다가 3일째 1.4배 감소하였다 (P<0.0001).

mouse Msh2와 Msh6는 카드뮴을 처리하지 않은 군에

비해 1일째 증가했다가 감소하는 경향을 보였다. 그러

나 Msh2는 유의차는 없었다(P=0.0062). Msh6의 경우

3일째 카드뮴을 처리하지 않은 군에 비해 1.7배 증가

하였다 (P<0.0001). 생쥐 Msh3의 mRNA발현은 카드

뮴을 처리하지 않은 군에 비해 카드뮴 처리 1일째 급

격하게 감소하였으며, 3일째에는 4.4배 감소하였다

(P<0.0001). MMR경로의 억제는 비상동서열 간의 재

조합을 증가시킨다. 따라서 MMR gene의 억제는 HR

의 발생비중을 높일 것으로 생각된다. HC11에 MMR

inhibitor인 카드뮴 처리로 Msh3의 발현이 감소되는

것을 확인할 수 있었으나, HR의 주된 recombinase인

Rad51의 발현량 또한 감소시켰다. 따라서 카드뮴은

HR을 이용한 Knock-in효율을 향상시키기 위한

compound로 부적합한 것으로 판단된다.

[그림 3] 카드뮴이 처리된 HC11에서 Rad51과 MutS(Msh2, Msh3,
Msh6)의 mRNA 발현. 오차막대는 각 처리구의 표준편차를 나타낸
다. NS, no statistical difference; ***:P<0.0001.
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