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초 록

O bje ct iv e : He a t s hock prote in 70 .2 (Hs p70 .2) ge ne knockout mice a re found to have

pre me iotic a rre st at the prima ry s pe rmatocyte s tag e w ith a co mplete a bs e nce of

s pe rmat ids a nd s pe rmatozoa . This obs e rvat ion led to the hypothe s is that hspA2 may be

d is rupted in huma n tes te s w ith a bno rma l s pe rmatoge nes is . To tes t this hypothes is , we

s tud ied the mRNA expres s ion of hspA2 in infe rtile me n w ith azoos pe rmia .

De s ig n : The mRNA expre ss ion we re a na lyzed by compet itive RT-P CR a mong tes tes w ith

no rma l s pe rmatoge ne s is , pa chyte ne s pe rmatocyte a rre st , a nd s e rto li-ce ll only s ynd rome .

Mate ria ls a nd m e tho ds : Te st icula r biops y was pe rformed in me n w ith azoos pe rmia

(n=15) . S pe c ime ns we re s ubd ivided into thre e g roups : (g ro up1) norma l s pe rmatoge nes is

(n=5) , (g roup 2) s pe rmatocyte a rre st (n=5) , (g roup 3) S e rto li-ce ll only s ynd rome (n=5) .

Tota l RNA was extra cted by Trizol re a ge nt . Tota l extra cted RNA was reve rs e tra ns cribed

into cDNA a nd a mplifie d by P CR us ing s pe c ific prime rs for hspA2 ta rge t cDNAs . A

compet it ive cDNA frag me nt was cons tructed by d e let ing a defined frag me nt fro m the

ta rget cDNA s eq ue nce , a nd the n coa mplified w ith the ta rget cDNA for compet it ive PC R.

Inte rna l contro l was us ed g lyce ra lde hyde-3-phos phate d e hyd roge na s e (GAP DH) ge ne .



Re s ults : O n Compet it ive RT-P CR a na lys es for h spA2 mRNA, s ig nifica nt hspA2

expres s io n was obs e rved in g roup 1, w he re a s a cons t itutive ly low le ve l of hspA2 was

expres s ed in g roups 2 a nd 3 .

Co nc lus io n(s ) : The s tudy de mons tra tes that the hspA2 ge ne expres s ion is

dow n-reg ula ted in the huma n tes te s w ith a bnorma l s pe rmatoge nes is , w hich in turn

s ugg es ts tha t hspA2 ge ne may pla y a s pe c ific ro le d uring me ios is in huma n tes tes .

Key Words : S pe rmatog e nic a rre st , te stes , hspA2 ge ne , S e rto li-ce ll o nly s ynd rome , a nd

compet it ive RT-P CR.

서 론

정자 형성 과정은 미성숙된 남성 생식세포로부터 체세포 분열과 감수분열, 그리고

세포 분화의 복잡한 과정을 통하여 정자로 성숙되어 가는 과정을 말한다. 이들 과정 중에

세포의 형태 그리고 기능이 많이 변하게 되는데 이러한 변화들은 특정 생식세포 발달 시기

에 합성되는 단백질의 종류들과 그 발현 양의 변화에 의해 조절된다고 할 수 있다.

불임으로 인해서 고환조직 검사 법을 시행한 환자들 중 약 10-2 0%에서 정자형성

정지가 관찰된다고 보고 (Meye r등, 1988)하고 있으며 이러한 정자형성 정지 결과 무정자증

으로 나타나게 되는데 그 원인으로 호르몬들의 영향과 염색체 이상 등을 보고하고 있다

(Krets e r등, 1974 ; Gira ldo등, 198 1; Le ona rd등, 1979) . 인간의 정자형성 정지는 여러 단계에

서 발생하는 것으로 보고 (J ohns on등, 1970)되고 있는데 1차 정모세포에서 핵성숙의 정지는

주로 태사기 시기에서 발생하고 있으나 그 생화학적인 기작에 대해서는 아직도 밝혀지지 않

고 있다.

많은 he at s hock prote in 70 (HS P 70) 군의 단백질들이 남성 생식세포의 발달에 관

련이 있다고 보고되어 있는데 HS P 70군은 일반적으로 세포질, 미토콘드리아, 소포체 안에서

단백질의 fo ld ing , t ra ns port , 그리고 as s e mbly를 도와주는 역할을 한다 (Ge orgopo ulos 등,

1993) . 생쥐에서, HS P 70군중 두 가지 독특한 HS P 70이 정자형성동안에 발현이 된다고 보고

되어 있다. 그것은 태사기 정모세포 단계에서 높은 수준으로 발현하는 P 70 단백질 (Alle n등,

1988)과 감수분열 후 정낭세포 단계에서 발현하는 HS C70t 단백질 (Mats umoto등, 1990)이

다. 생쥐 생식세포에서 P 70 단백질은 hsp 70.2 유전자의 산물이라는 것이 밝혀졌으며

(Ros a rio등, 1992) , 이 유전자는 인간의 h spA2 유전자와 아미노산 서열이 98 .2%로 동일하

여 아마 인간에서는 hspA2가 P 70 단백질의 유전자일 것이라고 여겨진다 (Bonnycas t le등,



1994) .

Dix등 (1996)은 생쥐에서 h sp 70.2 유전자를 파괴시키는 ge ne ta rg eting 방법을 시행

하여 웅성 생쥐의 정자형성이 1차 정모세포에서 정지되었음을 보고하여 이 h sp 70 .2유전자

가 정자형성 정지와 관련이 있음을 직접적으로 증명하였다. 따라서 우리는 인간의 정자형성

정지에서도 생쥐의 hsp 70 .2유전자와 거의 동일한 인간의 hspA2유전자의 발현이 손상되었을

가능성을 생각할 수 있었다. 이것을 연구하여 보기 위하여 compet it ive RT-P CR 방법을 적

용하여 정자형성이 정상적으로 일어나는 정소들과 정자형성이 정지된 정소들에서 hspA2

mRNA의 발현을 비교하여 hspA2유전자가 인간의 정자형성에서 중요한 역할을 한다는 것을

알고자 하였다.

재료 및 방법

1 . Te s te s 조직의 준비

불임을 원인으로 내원한 환자들 중 무정자증으로 판명된 환자에게 고환 조직검사를

시행하였다. 고환 생검은 국소 마취로 시행하였으며, 고환 생검시 얻은 조직의 일부는 병리

검사를 위해 Bo uin's 용액에 고정하여 파라핀 포매를 시행하였고, 일부 조직은 RNA 연구

를 위해 즉시 액체질소에 담가 실험때까지 냉동보관 하였다. 정자형성 정지 여부는 병리학

자에 의해 판정하였다.

RNA연구를 위하여 정상 정자형성이 일어나는 5개의 고환 조직 (g ro up 1) , 정자형성이 태사

기 정모세포에서 정지된 5개의 고환 조직 (g roup 2) , 그리고 써토리 세포 증후군 고환 조직

5개 (g roup 3)를 실험에 공시하였다.

2 . To ta l RNA 의 준비

Tota l RNA는 상업적으로 개발된 시약 (Gibco BRL, USA)에 있는 방법에 따라서 회

수하였다. 각 고환 조직을 g las s tis s ue g rinde r에서 1ml의 Trizol용액을 넣고 균질액을 얻

을 때까지 균질화 시켰다. 이 균질액을 신선한 e ppe ndo rf tube 에 넣고 5분 동안 incuba tio n

시켰다. C hloroform을 tube 에 부가한 후 s a mples 을 4 o C , 12 ,000g에서 2 0분 동안 원심분리

하였다. 윗 용액을 신선한 tube로 옮긴 후 1 vol의 is o propa nol을 부가하였다. 10분 동안

incubat ion한 후 RNA 침전물을 4 o C , 12 ,000g 에서 20분 동안 원심 분리하여 얻었다. 침전

물은 75% 알코올에서 세척 후 짧게 말렸다. 그 RNA 침전물을 20ul의 DEP C-처리된 멸균

된 물에 용해하였다. 농도를 측정하기 위하여 용해된 s a mple 2 ul를 DEP C-처리된 멸균된 물



에 600ul로 희석시킨 후 분광분석기로 OD260에서 측정하여 그 농도를 결정하였다. 남아있

는 DNA는 DNa s e I (G ibco BRL, USA)으로 처리하여 제거하였다. 얻어진 RNA는 즉시 사용

하거나 나중에 사용을 위하여 -70o C de e p fre eze r에 보관하였다.

3 . Co m pe t it iv e RT-PCR을 위한 c o m pe tito r의 제조

HspA2 ge ne의 mRNA발현 정도를 연구하기 위하여 우리가 선택한 prime rs 에 의해

서 합성되는 부분은 그 cDNA산물 (3 106-3448)의 크기가 343bp로서 인간의 일반적인

hsp 70 g e ne과 homo logy가 적은 3 ' untra ns la ted reg ion (UTR)의 한 부분이다 (Fig . 2 .

S che matic d ia g ra m) . HspA2 ge ne의 343bp cDNA산물은 전체 고환 RNA의 RT-PC R 증폭

에 의해 얻어졌다. 이 RT-PC R 증폭물은 pMOS Blue ve ctor (Ame rs ha m, USA)로 c lo ning하

여 p DMC1 plas mid를 얻었다. p MOS Blue ve ctor에 들어간 343bp의 방향과 s e q ue nce는

DNA s eq ue ncing에 의해 확인하였다. Competitor인 이 343bp cDNA de let ion muta nt는 다음

과 같이 준비하였다. p DMC 1 ve ctor에 들어가 있는 343 bp의 산물을 P CR방법으로 다량

얻었다. 이 산물을 정제한 후 Ms e I제한효소로 잘랐다. Ms e I의 자른 cDNA 조각들을 정제

없이 T4 DNA ligas e로 lig ation한 후 p MOS Blue ve ctor에 c loning 하였다. Muta nt cDNA를

포함하는 ba cte ria l c lones 은 plas mid DNA (p DMC2)의 P CR증폭에 의해 확인하였다.

HspA2 의 de le tio n muta nt cDNA는 그 크기가 200 bp이었다. Inte rna l contro l mRNA는

GAP DH유전자를 사용하였는데 s e ns e prime r의 s eq ue nce는 5'-cggagtca a cgga tttggtcgta t-3'이

었고 a nt is e ns e prime r는 5'-agccttctccatggtggtg a aga c-3'이었다. GAP DH유전자의 RT-P CR산

물의 크기는 306 bp이다.

4 . Re v e rs e tra ns c ript io n- po ly m e ras e c ha in re a c tio n (RT-PCR)

역전사 반응은 hspA2 ge ne의 특정부위에 대한 a nt is e ns e prime r로 a nne a ling하여

시행하였다. Tota l RNA 5ug을 2 pmol의 증폭하고자 하는 mRNA의 a ntis e ns e prime r와

inte rna l contro l GAP DH mRNA의 a nt is e ns e prime r의 존재 하에서 65o C에서 10분 동안

de natura tio n 시켰다. 4 o C에서 짧게 원심 분리한 후 7ul의 mas te r mix [10X RT buffe r, 1 ul

d NTP mix (2 .5mM e a ch), 50mM MgC l2 , 200mM d ithiothre ito l]을 부가한 후 42 o C에서 5분

동안 pre-wa rmed하였다. Reve rs e tra ns criptas e (AMVE, P romega)를 부가한 후 42 o C에서

50분 동안 incubated하였다. 역전사 반응은 온도를 65 o C에서 15분 동안 incuba tio n하여 정

지 시켰다. Compet itive P CR을 위하여 cDNA muta nt를 P CR반응 전에 부가하였다. P CR증

폭은 역전사 s a mple 2 ul을 사용하여 5ul 10X PC R buffe r, 2 .5ul d NTP mix (2 .5mM e a ch) ,

그리고 0 .5U의 Taq po lyme ra s e 와 10 pmol의 P CR prime rs 를 첨가하여 전체 50ul반응

mixture로 하여 증폭 시켰다. PC R은 94 o C에서 1분, 58o C에서 30초, 그리고 72 o C에서 30



초 동안 진행시키는 cyc le 로 35 cycle 실행하였고 마지막에 72 o C에서 10분 동안 시켰다. 역

전사 s a mple 2 ul a liq uots 는 inte rna l co ntro l GAP DH의 prime rs로 같은 P CR조건으로 분리

된 tube 에서 증폭시켰다. RT-P CR 산물들을 2% aga ros e 에서 전기영동하여 분리, EtBr로 염

색한 후 UV하에서 ge l vide o image 로 사진을 촬영하여 ba nd의 농도를 s oftwa re prog ra m으

로 분석하였다.

결 과

His to log ic al e valuatio n of tes tes

그림 1은 각 환자군의 정소조직을 병리학적으로 판단한 he matoxylin/e os in 염색을

나타낸 그림이다. (A)는 정상적으로 정자형성이 일어나는 환자의 정소 조직을 보여 주는 것

으로 폐쇄성 무정자증 환자임을 나타내어 준다. (B)는 정자형성이 1차 정모세포의 태사기

단계에서 정지된 것을 보여주며 그림 (C)는 생식세포가 전혀 나타나지 않는 써토리 세포 증

후군 환자의 정소 조직을 보여준다.

Co mp e titiv e R T-P CR

그림 2는 각 군의 고환 조직에서 시행한 co mpetit ive RT-P CR을 나타내었다.

Inte rna l contro l로 GAP DH를 사용하였으며 그 RT-P CR 산물은 3군들 모두에서 차이가 없었

다 (Fig 2 , A) . 그러나 정모세포에서 정자 형성이 정지된 군 (Fig . 2 , C)이나 생식세포가 존

재하지 않는 써토리 세포 증후군 (Fig . 2 , D)의 정소 조직에서 hspA2 유전자의 RT-P CR 산

물은 정상적으로 정자형성이 일어나는 군(Fig .2 , B)에 비해 현저하게 떨어졌다. 그 상대적인

발현을 도표로 비교하여 보았다 (Fig 2 , E) . 써토리 세포 증후군 환자의 정소에서도 약간의

mRNA의 발현을 볼 수 있는데, 따라서 이 유전자가 cons titut ive leve l로 발현 하지만 특히

정소의 생식세포에서 주로 많이 발현된다는 것을 알 수 있다 (Fig 2 , B) .

토 론

우리는 본 실험을 통하여 인간의 정자형성이 정지되었거나 생식 세포가 없는 써토

리 세포 증후군의 정소 조직의 경우 인간의 hspA2유전자의 발현이 정상적인 정자형성이 일

어나는 정소 조직에 비해 현저하게 떨어지는 것을 알았으며 이를 통하여 인간의 정자형성에

서 hspA2유전자가 어떤 중요한 역할을 할 것이라는 것을 알 수 있었다.

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

고도 계속적으로 발현이 되는 단백질을 동정하였으며 그 단백질을 P70으로 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 P70 단백질이 hsp 70.2 ge ne의 산물임을 확인하였고, 생식세포와 체

세포의 다른 he at s hock 단백질과 결합하지 않는 P 70 단백질에 대한 a ntis e rum 2A를 얻어

we ste rn blot 방법으로 이를 증명하였다. P70 단백질이 웅성 생쥐의 정자형성에 중요하게

작용할 것이라는 직접적인 증거는 같은 연구팀의 Dix등 (1996)의 연구에 의해 밝혀졌는데

그들은 g e ne ta rget ing 방법으로 hsp 70.2 유전자의 발현을 제거했을 때 자성 생쥐는 이상이

없었으나 웅성 생쥐는 정자형성이 1차 정모세포 단계에서 정지되고 불임을 유발함을 보고

하였다.

생쥐등 설치류의 정자형성에 대한 연구는 활발히 진행되고 있으나 인간의 정자형성

에 대한 연구는 여러 가지 문제로 인하여 아직 그 결과가 미미하다. 따라서 위의 설치류를

통한 연구들을 우리는 인간의 정자형성을 연구하는데 적용하여 보았다. 인간은 ge ne

d is ruption방법을 사용할 수 없으므로 남성 불임으로 내원한 무정자증환자를 대상으로 비정

상적인 정자형성이 일어난 정소를 병리학자에 의해 확인하였고 그 정소 조직이 생쥐의 연구

에서처럼 hsp 70 .2의 유전자의 발현과 관련이 있는지를 확인하여 보기 위하여 정상적으로

정자형성이 일어나는 군에서 hspA2 유전자의 발현과 비교하여 보았다.

인간의 hspA2유전자는 그림 2에서 보듯이 19 17bp의 1개의 ope n re ad ing fra me 을

가진 유전자이며 예상되는 단백질의 분자량은 70 ,030Da 이다 (Bonnycas tle등, 1994) . 이 유

전자는 설치류의 hsp 70 .2유전자와 98 .2% , 다른 인간의 he at s hock유전자인 hsp 70-1유전자

와 83 .3% , 그리고 인간 hs c70유전자와 86 .1%의 아미노산 배열의 동일성을 가지고 있다. 따

라서 우리는 인간의 다른 유사한 he at s hock유전자와 염기 서열의 유사성이 적은 3'말단의

untra ns la ted부분을 RT-P CR증폭하도록 특정 prime rs 를 제작하였다. 그리고 그 부분이 제대

로 증폭되었는지 확인하기 위하여 ve ctor에 c lo ning 하여 염기서열 비교, 분석으로 확인하였

다. 이 증폭된 부분은 설치류의 hsp 70 .2와 100% 핵산 서열이 일치하는 부분이다.

Bonnycas t le등 (1994)은 hspA2유전자의 발현이 거의 모든 인간의 조직에서

cons t itutive 하게 발현이 되는데 특히 정소에서 유의차 있게 많이 발현됨을 관찰하였다. 그러

나 난소에서의 발현은 다른 인간의 조직에서의 발현과 유사하였다. 따라서 우리는 hspA2유

전자가 생쥐의 hsp 70 .2유전자와 같이 남성의 생식세포에서 특별히 중요한 기능을 할 것이

라고 생각이 되어졌고 본 실험을 통하여 그것이 확인이 되었다. 즉, 남성의 생식 세포가 없

는 써토리 세포 증후군을 가진 정소 조직은 정상 정소 조직에 비해 낮은 leve l로 hspA2유전

자가 발현되었다. 따라서 정소의 생식세포에서 hspA2유전자가 특히 많이 발현이 되며, 정자

형성이 정지된 환자 정소의 hspA2 발현이 정상적으로 정자형성이 일어나는 정소 조직에 비

해 유의성 있게 떨어지는 결과를 통하여 hspA2유전자가 인간의 정자형성에서 중요한 역할

을 한다는 것을 알 수 있었다.

우리는 hspA2유전자의 발현이 떨어지는 이유를 크게 3가지 방향으로 연구를 진행중



이다. 첫째는 hspA2 유전자의 ope n re ad ing fra me부분의 돌연변이 여부에 대해서 연구 중

이고, 두 번째는 이 유전자를 조절하는 promote r부위의 돌연변이 여부에 대해서 연구 중이

고, 그리고 hspA2유전자의 tra ns cript ion을 조절하는 t ra ns cription fa ctor들의 문제 여부에 대

해서 연구를 진행 중이다. 이 연구가 이루어지면 남성의 생식세포가 없거나 생식세포의 분

화가 정지된 것이 hspA2유전자의 발현이 억제되어 나타나는 현상인지 아니면 생식세포 결

핍과 분화의 정지로 인해 hspA2유전자의 발현이 억제되는 것인지를 알 수 있을 것으로 생

각된다.

결 론

결론적으로, 정자형성이 정지된 정소 조직이나 생식세포가 없는 써토리 세포 증후

군의 정소 조직들이 정상적으로 정자형성이 일어나는 정소 조직에서보다 hspA2 mRNA의

발현이 현저히 억제되어 있었다. 이것은 h spA2 유전자가 인간의 정자형성에서 생식세포가

발달하고 분화하는데 어떤 중요한 역할을 한다는 것을 의미한다. 인간의 정자형성 과정에서

hspA2유전자의 기능을 밝히기 위해서는 그 유전자의 산물인 P70이 생식세포 내에서 어떻

게 작용을 하는지를 규명하는 생화학적인 연구가 필요할 것이라고 생각된다. 또한 h spA2

유전자의 발현과 관련된 다른 요인들, tra ns criptio n fa ctor들 그리고 유전자 변이 등에 대한

연구도 병행되어야 한다고 생각된다.
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Fig ure 1 . A ; S che matic d iag ra m of hspA 2 g e ne , a nd its prime r s eq ue nces . O pe n box

re pres e nts ope n re ad ing fra me (O RF) a nd s tra ig ht lines re pres e nt untra ns la ted reg ions

(UTR) . B : S che matic d ia g ra m for co mpetitor plas mid cons tructio n , pDMC2 .
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Fig ure 2 . He matoxylin/e os in s ta ins ; (A) norma l s pe rmatoge nes is , g roup 1; (B)

s pe rmatoge nic a rres t , g roup 2 ; (C) S e rto li-ce ll only s ynd rome , g ro up 3 . (X200) .
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A B

Tes tes tota l RNA (500 ng)

competitor: (1/4)6 (1/4) 5 (1/4)4 (1/4) 3 (1/4) 2 (1/4) 1 Pg

C D

Tes te s tota l RNA (500 ng) Te stes tota l RNA (500 ng)

competitor: (1/4) 7 (1/4) 6 (1/4) 5 (1/4)4 (1/4)3 (1/4) 2 (1/4) Pg competitor: (1/4)9 (1/4) 8 (1/4) 7 (1/4) 6 (1/4) 5 (1/4)4 Pg

E

Fig ure 3 . Competitive RT-P CR a na lys is fo r hspA2 tra ns cripts ; For inte rna l co ntro l GAP DH

(A) la ne 1; norma l s pe rmatoge nes is , la ne 2 ; s pe rmatoge nic a rre st , la ne 3 ; S e rto li-ce ll only

s ynd rome , la ne 4 : no RT co ntro l. For co mpetit ive RT-P CR; (B) norma l s pe rmatoge nes is ,

g roup 1; (C) s pe rmatoge nic a rres t , g roup 2 ; (D) S e rto li-ce ll only s ynd rome , g roup 3 ; (E)

Re lat ive leve l of mRNA.
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