
 

 

저작자표시-비영리-변경금지 2.0 대한민국 

이용자는 아래의 조건을 따르는 경우에 한하여 자유롭게 

l 이 저작물을 복제, 배포, 전송, 전시, 공연 및 방송할 수 있습니다.  

다음과 같은 조건을 따라야 합니다: 

l 귀하는, 이 저작물의 재이용이나 배포의 경우, 이 저작물에 적용된 이용허락조건
을 명확하게 나타내어야 합니다.  

l 저작권자로부터 별도의 허가를 받으면 이러한 조건들은 적용되지 않습니다.  

저작권법에 따른 이용자의 권리는 위의 내용에 의하여 영향을 받지 않습니다. 

이것은 이용허락규약(Legal Code)을 이해하기 쉽게 요약한 것입니다.  

Disclaimer  

  

  

저작자표시. 귀하는 원저작자를 표시하여야 합니다. 

비영리. 귀하는 이 저작물을 영리 목적으로 이용할 수 없습니다. 

변경금지. 귀하는 이 저작물을 개작, 변형 또는 가공할 수 없습니다. 

http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/2.0/kr/legalcode
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/2.0/kr/


   

교육학석사 학위논문 

 

 

초파리 장 특이적 Pss 유전자  

돌연변이에서 나타나는  

성장 이상에 관한 연구 

 

Mutation of Drosophila melanogaster  

Phosphatidylserine Synthase (Pss) gene  

in Midgut Causes Abnormal Growth 

 

 

 

 

 
  

 

 

 

 

2022년  8월 

 

 

 

 

서울대학교 대학원 

 
과학교육과 생물전공 

 

염 선 우 



   

초파리 장 특이적 Pss 유전자  

돌연변이에서 나타나는  

성장 이상에 관한 연구 

Mutation of Drosophila melanogaster  

Phosphatidylserine Synthase (Pss) gene  

in Midgut Causes Abnormal Growth 

 

 

 

지도 교수  전 상 학 

 

 

이 논문을 교육학석사 학위논문으로 제출함 

2022년   6월 

 

서울대학교 대학원 

과학교육과 생물전공 

염 선 우 

 

염선우의 교육학석사 학위논문을 인준함 

 2022년 8월 

 

 

 

위 원 장      이   준   규        (인) 

부위원장      김   재   근        (인) 

위    원      전   상   학        (인) 



 

 i 

초    록 

 
Phosphatidylserine (PS)은 인지질 이중층의 주요 구성 성분 중 

하나이다. PS는 소포체의 미토콘드리아 관련 막에 있는 Phosphatidyl-

serine Synthase라는 효소에 의해 합성된다. 이 효소는 Pss 

유전자로부터 만들어지며, 이 유전자에 이상이 생기면 초파리에서 

퇴행성 신경질환을 유발한다. 초파리 Pss 유전자와 유사한 사람의 

Ptdss1 유전자에 돌연변이가 일어나면 Lenz-Majewski hyperostotic 

dwarfism (LMHD)이라는 희귀 질환이 발병한다. 해당 질환은 왜소증과 

같은 발생 및 성장 이상을 보인다. 본 연구에서는 Pss 유전자에 이상이 

생기면 사람에서와 같이 개체의 성장에 이상을 주는지 확인하고자 

하였다. 이를 확인하기 위해 Pss 유전자를 장세포 특이적으로 발현을 

억제함으로써 번데기와 성체의 크기가 작아지는 것을 확인하였다. PS는 

dAkt 신호 전달의 활성에 영향을 준다고 알려진바 있다. Akt 신호 전달 

경로는 주로 세포의 성장 및 분화 그리고 종양 발생에 중요한 역할을 

한다. 해당 하위 신호 전달 경로 중 세포성장 및 분화에 관여하는 dAkt 

- dFOXO– d4EBP 로 이어지는 신호 전달 경로를 선정하여 실험을 

진행하였다. Pss 유전자 발현 Knock down에 의해 dAkt 활성이 감소 

되면 dFOXO의 활성이 증가하고 d4EBP의 활성도 증가하여 그 결과 

세포의 성장과 분화가 억제되는 것이라 예상하였다. 본 연구에서는 

Western blot을 통해 Akt의 활성감소를 확인하였고 qRT-PCR을 통해 

Pss 유전자 발현 Knock-down 돌연변이 초파리의 dFOXO와 d4EBP의 

발현량 증가를 확인하였다. 추가적으로 장세포 특이적 유전자와 Akt 

신호가 계속 발현되도록 하는 Akt-Constant 돌연변이(dAkt(myr), 

dAktc)를 재조합하여 만들고 해당 초파리에 Pss 유전자 발현 Knock 

down 을 발생시켜 dAkt 신호 전달 기작에 의한 회복 효과를 dAktc가 

포함된 장세포 특이적 Pss 유전자 Knock down 개체의 성체 우화율 

증가를 통해 확인하였다. 이러한 연구 결과들은 Pss 유전자가 초파리의 

신경 활동 유지를 하는 것 이외에도 발생과 성장 과정에 있어서도 

중요한 역할을 한다는 것을 의미한다. 또한 Pss 유전자가 이러한 

발생과 성장에 Akt 신호 전달 경로를 통해 작용함을 보여준다. 

 

주요어 : 포스파티딜세린(phosphatidylserine), 포스파티딜세린 합성 

효소(phosphatidylserine synthase), 장, 발생, 성장 이상 

학   번 : 2018-27642 
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제 1 장 서    론 
 

 

제 1 절 인지질과 동물의 발생 
 

 

인지질(phospholipid)은 지질의 한 종류로서 생명체에서 중요한 역

할을 하는 체내 구성 요소이다. 인지질은 글리세롤에 3개의 지방산과 한

개의 인산기가 결합한 구조를 가지고 있다. 이때 인산기에 결합한 유기

물의 종류에 따라 인지질의 종류가 정해진다. 그 종류에는 

phosphatidylcholine(PC), phosphatidylethanolamine(PE), phospha-

tidylserine(PS), phosphoinositide(PI) 등이 있다. 

인지질은 생체막을 구성하는 주요 구성 성분으로 막의 외부와 내부

를 구분하는 역할을 한다. 생체막을 구성하는 인지질의 종류와 비율은 

세포와 세포 소기관의 종류에 따라 다양하다. 이러한 막의 인지질 구성

과 분포는 다른 지질들과 함께 세포막의 유동성(fluidity)과 표면 전하

(surface charge) 등에 영향을 미친다(van Meer et al., 2008; Wenk & 

Camilli, 2004). 

인지질은 다양한 단백질과 상호작용을 하여 세포 내부와 외부로 신

호를 전달하는 중요한 역할을 한다. 인지질의 종류마다 머리기(head 

group)의 종류가 다르기 때문에 그 종류에 따라 인지질은 각자 다른 구

조와 전하를 띠고 있다. 이러한 특성을 활용하여 인지질은 신호 전달과 

관련된 단백질들과 상호작용 할 수 있으며, 세포 신호 전달 경로에 관여

할 수 있게 된다(Wymann & Schneiter, 2008). 

생명체가 정상적으로 발생하기 위해서는 세포의 성장, 세포의 분열, 

세포의 사멸 그리고 세포막의 유동성 변화 등이 적절히 이루어져야 한다. 

인지질은 이러한 것들에 영향을 미침으로써 생명체의 정상적인 발생에 

중요한 역할을 한다(Yao et al., 2019). PI 또는 이것으로부터 파생되는 

PIP2, PI5P와 같은 인지질은 TOR, Akt와 같은 세포의 성장과 분열에 

관련된 세포 신호 전달 단백질과 상호작용 함으로써 정상적인 발생에 중

요한 역할을 하게 된다(Gupta et al., 2013). 
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제 2 절 PS와 Phosphatidylserine synthase 
 

 

PS는 세포막을 구성하는 주요 인지질 중 하나로, 원핵생물과 진핵

생물 모두에 존재한다. 사람을 포함한 포유류의 경우 전체 인지질에서 

PS는 2-10%의 비율을 차지하고 있다(Garcia et al., 1998; E. Vance & 

R. Steenbergen, 2005). PS는 mitochondria associated membranes 

(MAM)이라는 소포체의 특정 영역에서 합성된다(그림 1-A) (Dyzma 

et al., 2012). MAM에서 합성된 PS는 미토콘드리아 막으로 이동하거나 

세포막으로 이동한다(Stone & Vance, 2000; Vance, 2008). 

미토콘드리아 막으로 이동한 PS는 PE 합성을 위한 전구체로 사용

되며 미토콘드리아에 존재하는 phosphatidylserine decarboxylase 

(PSD)에 의해 PE로 합성된다(그림1-B) (Vance & Tasseva, 2013). 

또한 세포막으로 이동한 PS는 내외의 신호 전달에 관여한다. 세포막으

로 이동한 PS는 주로 인지질 이중층의 안쪽 막(inner leaflet)에 불균등

하게 분포되어 있다. 

PS는 세포막의 안쪽에서 protein kinase C(PKC), Protein kinase 

B(PKB, Akt), Raf-1과 같은 세포 내 신호 전달 단백질들의 개시 및 활

성화를 조절한다(Kim et al., 2014). 

 

 

 

그림 1. MAM의 위치와 포유류의 인지질 합성 경로 (Dyzma et al., 2012) 
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안쪽 막에만 비대칭적으로 분포하는 PS가 세포막의 바깥쪽으로 노

출되는 경우 식세포 작용이 이루어지기 위한 “Eat-me” 신호로 작용하

여 세포 사멸의 중요한 신호가 된다(Fadok et al., 1992). 정상적인 세포 

사멸은 발생 과정에서 필수적인만큼 PS 또한 정상적인 발생에 중요한 

역할을 한다. 예를 들어 정상적인 근육 형성을 위해서는 근원세포의 융

합이 필수적으로 이루어져야 하는데, 이러한 과정에 세포사멸을 통해 방

출된 PS에 의한 신호 전달이 필요하다(Hochreiter-Hufford et al., 

2013; van den Eijnde et al., 2001). 

PS는 Phosphatidylserine synthase(PSS)에 의해 합성된다. 

포유류의 경우 Phosphatidylserine synthase-1(PSS1)과 Phos- 

phatidylserine synthase-2(PSS2)라는 두 가지의 PS 합성 효소가 

존재한다(Stone & Vance, 1999; Voelker, 1985). 인산기에 붙어 있는 

머리기를 바꿔주는 방식을 이용하여 PSS1은 PC를 기질로 PS를 합성 

하고, PSS2는 PE를 기질로 PS로 합성한다. 두 효소는 각각 Ptdss1 과 

Ptdss2에 의해 암호화 된다(E. Vance & Steenbergen, 2005). 

포유류에서 Ptdss1과 Ptdss2의 결손 돌연변이를 유도하였을 때 두 

경우 모두 생존이 가능하고 두 효소가 서로 상보적으로 작용하여 

특이적인 표현형을 나타내지 않았기 때문에 결손 돌연변이에 대한 

연구가 쉽지 않다. 또한 Ptdss1과 Ptdss2를 동시에 결손을 유도하였을 

때는 배아 시기에 치사되기 때문에 포유류를 활용한 배아 이후 시기에 

대한 연구가 어렵다(Arikketh et al., 2008; Bergo et al., 2002). PSS의 

합성 도메인의 아미노산 서열 분석 결과 PSS는 효모부터 인간에 

이르기까지 진화적으로 잘 보존되어 있다(Yang et al., 2019). 

초파리는 포유류와 달리 PS 합성 효소를 PSS 한 가지만 가지고 

있다. 초파리의 PSS는 사람의 PSS1과 진화적으로 상동성을 갖는다. 이 

효소는 Pss 유전자에 의해 암호화된다(그림 2; Yang et al., 2019; 

김성경, 2019). 

 

그림 2. 포유류와 초파리의 PS 합성 경로 

 (A)포유류의 PS 합성 경로 모식도. (B)초파리의 PS 합성 경로 모식도. 
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제 3 절 Phosphatidylserine synthase와 성장 이상 

 

 

인간의 경우 Ptdss1 유전자에 기능 획득 돌연변이가 발생하게 되면 

Lenz-Majewski hyperostotic dwarfism(LMHD)라는 희귀질병이 

발생한다(Sousa et al., 2014). LMHD는 지적장애, 경화성 골 형성장애, 

두개안면 이상(distinct craniofacial), 말단 사지기형, 왜소증과 같은 

발생 및 성장 이상을 나타낸다(Lenz & Majewski, 1974; Sousa et al., 

2014). PSS1의 효소 활성은 합성 산물인 PS에 의해 조절된다. LMHD 

환자의 경우 Ptdss1유전자에 돌연변이가 발생하여 음성 되먹임 

체계(negative feedback)에 문제가 발생하여 PS 합성이 제대로 

조절되지 않게 된다. 그 결과 ER에 과도하게 쌓인 PS는 Sacl을 활성화 

하고 Phosphatidylinositol 4-phosphate(PI4P)에 작용하여 골지체와 

세포막의 PI4P 농도 기울기가 감소하게 된다. PI4P 농도 기울기의 

감소는 PI, PS, Cholesterol 등의 지질 수송에 문제를 일으킨다. 즉, 

Ptdss1 유전자 돌연변이에 의해 PS 합성 조절이 제대로 이루어 지지 

않으면 전제적인 지질 수송 및 대사에 문제가 발생하여 발생과 성장의 

문제를 일으키는 것이다(Sohn & Balla, 2016). 

또한 최근 밝혀진 연구에 의하면 인간의 Ptdss1 유전자가 기능 

결손 돌연변이가 발생하였을 때 경증에서 중증의 발달 지연이 

일어난다고 밝혀졌다. 이 질환은 Pss 유전자의 결손 돌연변이로 인한 

L137F 서열의 변이 문제가 나타난다(그림 3). 이 경우 또한 LMHD와 

같이 희귀한 질병으로 아직까지 보고된 환자는 3명이고 모두 

어린아이들이다. 대부분 키가 작고 폐동맥 협착증, 안면 비대칭, 자폐증 

등의 문제를 보이며 말하기나 기어다니기, 걷기, 등에 있어서도 상당히 

늦게 진행되는 모습을 보였다(Gracie et al., 2022). 

두 가지 희귀 질환이 각각 Ptdss1 유전자 기능 획득 돌연변이와 

기능 결손 돌연변이에서 일어난 것이라는 점으로 보아 PSS가 생명체의 

발생과 성장에 있어서 중요한 역할을 하고 또 한 그 발현이 적절한 

수준에서 유지되는 것이 중요하다는 것을 알 수 있다. 
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그림 3. LMHD 환자와 발달 지연 환자의 돌연변이 위치 모식도와 

 Pss 유전자 서열의 L137F 잔기 상동성 (Gracie et al., 2022) 
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제 4 절 초파리 장 구성 세포 
 

초파리의 장은 음식물의 연동운동 같은 불수의운동에 관여하는 

내장근(visceral muscle)에 의해 둘러싸여 있고, 장줄기세포(intestinal 

stem cells, ISCs), 장벽모세포(enteroblast, EB), 장세포(enterocyte, 

EC), 그리고 장내분비세포(enteroendocrine cell, EE) 4가지 세포로 

구성되어 있다. ISC는 줄기세포 중 하나로 초파리 장의 상피세포에서 

체세포 분열을 할 수 있는 세포의 대부분을 구성하고 다양한 환경 

스트레스 요인 및 영양조건에 반응을 한다. 이를 통해 장의 전반적인 

항상성이 유지가 되도록 해준다. ISC는 딸세포인 EB로 분화가 된다. 

포유류의 장과 달리 초파리의 상피에서 ISC는 내장 근육에 존재하는 

반면 EB는 장의 세포 정점(apical)에 위치하여 모체 줄기세포가 된다. 

EB의 90%는 배수체 EB로 분화되어 장의 상피를 형성하고 10%는 

EE와 EC로 분화된다. ISC에서 먼저 Delta 신호가 방출되면 이것이 

EB의 Notch 신호를 활성화 시킨다. Notch 신호에 의해 인접한 

EB세포의 분화와 운명이 결정된다. Notch 신호의 세기가 강하면 EC로 

낮으면 EE로 분화된다(그림 4; Loza-Coll et al., 2014). EE는 호르몬의 

항상성 조절을 하며 EC는 소화효소 분비 및 양분 흡수의 역할을 

한다(Lian et al., 2018).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

그림 4. 초파리 장 구성 세포와 분화 과정 (Loza-Coll et al., 2014) 
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제 5 절 PS와 Akt 신호 전달 경로 

 

PS는 신경 조직의 원형질막 내부에 풍부하게 분포되어 있으며 

음전하를 띠고 있다. 음이온성을 갖는 특성으로 PS는 각종 신호 전달 

관련 단백질들과 상호작용하여 신호의 활성화 등의 신호 전달 체계에 

관여를 한다(Yeung et al., 2008). PS는 C2 domain을 가지고 있는 세포 

내 신호 전달 단백질인 protein kinase C(PKC), synaptotagmin 등과 

상호작용을 하고, Akt 단백질의 pleckstrin homology domain(PH 

domain)과 상호작용하여 Akt 신호 전달에 중요한 역할을 한다(Huang 

et al., 2011). 또한 PS는 머리기가 음전하를 띠기 때문에 Rac1, RhoB, 

CDC42와 같은 신호 전달 단백질과 상호작용이 가능하다 (Vance et al., 

2005). 

protein kinase B (PKB)라고도 불리는 Akt는 세포 생존, 세포 분화, 

세포 크기조절, 가용 영양분에 대한 반응성, 중간 대사 과정, 혈관 

신생(angiogenesis), 조직 침해(tissue invasion) 등의 세포작용들을 

조절하며 이러한 과정들은 종양 발생에도 중요한 역할을 하고 있다 

(Kandel et al., 2002; Shiojima & Walsh, 2002). Akt 신호 전달의 

활성은 Ras에 의해 양성 되먹임 조절(positive feedback)이 되고 

PTEN에 의해 음성 되먹임 조절(negative feedback)이 된다(Chang et 

al., 2003). 

PS는 Akt와 phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate(PIP3)의 

결합을 촉진하고 Akt의 pleckstrin homology domain(PH domain) 및 

regulatory domain(RD)의 특정 잔기와 상호작용을 하여 Akt를 

인산화시키고 Akt의 활성을 유도한다(Huang et al., 2011). 

초파리의 Drosophila Akt(dAkt)는 사람의 Akt와 진화적으로 

상동성을 갖는다. 초파리의 난포 세포에서 dAkt 기능 상실을 

유도하였을 때 세포 크기가 감소하였고 반면 지속적으로 dAkt가 

발현되도록하는 활성형태인 미리스틸화된 키나아제(dAkt(myr),Aktc)의 

발현은 세포의 크기 증가를 유도하였다(Cavaliere et al., 2005). 또한 

초파리의 침샘에서 Pss 유전자 발현을 Knock down 하였을 때 dAkt 

신호 전달 단백질의 활성이 감소하였고 그 결과 침샘의 세포 크기가 

감소하였다(Yang et al., 2019). 

Akt는 다양한 단백질들과 상호작용을 통해 생명체의 여러가지 

조절에 참여한다. as160과 상호작용을 통해 해당과정을 조절하고, 
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Tuberous sclerosis proteins 1/2(TSC1/2)와의 상호작용으로 

자가포식과 단백질 신생 합성에 관여한다(Mîinea et al., 2005; Schultze, 

Hemmings, Niessen, & Tschopp, 2012). 또한 Glycogen Synthase 

Kinase-3(GSK3)를 통해 글리코젠 합성(glycogen synthesis)에도 

참여하며 Fork head box O(FOXO)와 상호작용으로 세포의 생존과 

분화에도 영향을 미친다. 이러한 여러가지 Akt 신호전달의 영향을 받는 

단백질 중 FOXO는 세포의 분화, 기관 및 개체의 성장, 줄기세포유지 

그리고 인슐린 신호 전달 과정에 중요한 역할을 한다(Farhan et al., 

2020). 포유류의 경우 주로 FOXO1, FOXO3, FOXO4, FOXO6의 네가지 

FOXO가 주로 발현되고 초파리의 경우 Drosophila forkhead-related 

transcription factor dFOXO(dFOXO) 한 가지가 있으며 이들은 서로 

진화적으로 상동성을 갖는다. 초파리에서 dFOXO의 발현을 억제시켰을 

때, 세포의 크기가 감소하지는 않았으나 세포의 수가 감소하는 것을 

확인하였다 (Jünger et al., 2003). 평소에는 dAkt에 의해 인산화된 

dFOXO는 세포질 유지 및 전사활성이 억제된 상태로 존재한다. 인슐린 

신호 감소 등에 의해 dAkt의 활성이 억제되면 dFOXO가 활성화 되고 

그 결과 표적 유전자인 d4EBP를 활성화시켜 세포의 성장 및 분화를 

억제시킨다.(Puig et al., 2003). dFOXO의 경우 dAkt 이외의 상위 

신호의 영향을 받는 것으로 보이나 그것이 어떤 신호에 의한 작용인지는 

아직 밝혀지지 않았다.  

4EBP는 Foxo뿐 아니라 Akt에 의해 TOR 신호가 활성화 되면 

TOR에 의해 조절되기도 한다(그림 5; Teleman et al., 2005). 또한 

4EBP는 굶주림(starving) 스트레스 상황에서 더 활성화되며 대사 

브레이크(metabolic brake)로 작용하며 지방의 대사를 조절하기도 한다 

(Teleman et al., 2005). 
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그림 5. 성장 및 분화 관련 Akt 신호 전달 경로 (Puig et al., 2003)  
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제 6 절 선행연구 분석 및 연구 목표 
 

 

Pss 유전자의 P-element 삽입 돌연변이에서 수명 감소, 뇌조직의 

퇴화 및 충격 민감성 발작의 증가, 운동능력 감소 등의 신경퇴행성 

질환의 표현형이 관찰되었다(Park et al., 2021). 또한 초파리 배아 발생 

단계에서 Pss 유전자 돌연변이의 현음기관(chordotonal organ)에 있는 

lch5라는 신경세포의 모양 이상이 확인되었고 Pss 유전자 발현을 조직 

특이적으로 Knock down 하였을 때 일부 조직에서 발육 부진이 

확인되었다(김관영, 2021). 이러한 결과들로 보았을 때 PS와 PSS가 

신경 관련 퇴행성 질환뿐만 아니라 성장과 발생에도 중요한 기능을 하고 

있음을 알 수 있다. 

인간의 경우 Ptdss1 유전자의 돌연변이 발생 시 LMHD라는 성장과 

발생에 치명적인 문제를 일으키는 희귀 질환이 발생하기 때문에 Ptdss1 

유전자에 대한 돌연변이 모델 개발과 질병 치료를 위한 유전자 기능 

연구가 필요하다(Sohn & Balla, 2016; Tamhankar et al., 2015). 

그러나 포유류에서 쥐에게 Ptdss1과 Ptdss2 유전자 모두에 

돌연변이를 일으켰을 경우 배아 시기에 개체가 치사되었고, Ptdss1 또는 

Ptdss2를 각각 따로 돌연변이를 일으켰을 때에는 두 유전자 간의 상호 

과잉성(redundancy)으로 특별한 발생 이상 표현형을 보이지 않았다. 이 

때문에 쥐를 통한 Ptdss1 유전자 연구와 유전자 모델 개발에는 

어려움이 많다(Arikketh et al., 2008; Bergo et al., 2002). 

초파리의 경우 포유류와 달리 한 종류의 PSS를 가지고 있고 인간의 

PSS1과 진화적으로 높은 상동성을 나타낸다(Yang et al., 2019; 김성경, 

2019). 또한, 초파리는 포유류에 비해 크기가 작고 대량 교배가 

가능하며 생활사가 짧아 세대 간 분석에도 용이하다. 또한 4쌍의 비교적 

적은 수의 염색체가 존재하고 P-element, CIRSPR-Cas9 등을 

활용하여 형질전환 돌연변이 초파리를 쉽게 제작할 수 있다는 장점도 

있다. 이러한 이유들로 초파리는 유전학 분야에서 훌륭한 모델 동물로 

사용되고 있다(Kondo & Ueda, 2013; Robertson et al., 1988). 

이렇듯 초파리는 유전자 연구에 적합한 다양한 장점을 갖는 훌륭한 

모델 동물이며, 초파리의 경우 포유류와 달리 Pss 유전자를 한가지만 

가지고 있어 Pss 유전자 연구 기능에 더욱 적합하다. 하지만 

초파리에서는 Pss 유전자 발현과 관련하여 왜소증과 같은 발생 및 성장 

이상에 대한 연구는 보고된 것이 많지 않다. 침샘 특이적으로 GAL4 
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line으로 Pss 유전자를 Knock down 하였을 때 Akt 활성이 감소하여 

세포의 성장에 중요한 인슐린 신호전달에 문제가 생겨 침샘의 세포 

크기가 작아졌다는 연구 결과가 있다(Yang et al., 2019).  

이러한 선행 연구와 더불어 인간 성장과 관련된 희귀 질환인 

LMHD (Lenz & Majewski, 1974; Sohn & Balla, 2016), 그리고 Ptdss1   

유전자 기능 결손 돌연변이로 인한 발달 지연에 관한 연구결과로 미루어 

볼 때 Pss 유전자는 개체의 성장에 중요한 역할을 하는 것으로 

생각된다(Gracie et al., 2022). 개체 수준에서의 Pss 유전자 돌연변이의 

성장 이상 관련 표현형 확인과 더불어 이러한 문제가 어떠한 경로에 

의해 이루어지는지에 대하여 확인해보고자 한다. 
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제 2 장 실험재료 및 방법 
 

 

제 1 절 실험에 사용한 초파리와 교배 scheme 
 

본 연구에서 사용한 초파리는 <표 1>과 같다. Pss 돌연변이 

초파리의 경우 편의를 위해 stock number 끝의 두 자리 수를 이용하여 

Pss72으로 표현하였다. 모든 초파리는 옥수수와 효모(cornmeal./yeast) 

배지에 dry yeast를 추가한 관변에서 배양하였다. 인큐베이터는 습도 

50%, day/night 주기 12시간으로 설정하였고, 온도는 실험에 따라 

20℃, 25℃, 29℃로 조절하였다.  

성체 이전 단계에 유전자형을 구분할 필요가 있는 경우 형광을 

나타내는 balancer로 교체하여 실험을 진행하였다. 또한 RNAi를 

활용하여 유전자의 발현을 억제하여 실험하였는데 보다 더 효과적인 

억제를 위해서는 miRNA의 성숙을 도와주는 다이서(dicer)가 필요하다 

(Pham et al., 2004). 본 연구에서는 Vienna Stock Center에서 구매한 

PssRANi 초파리에 Dicer 중 하나인 Dicer-2(Dcr2)를 추가한 UAS-

Dcr2;PssRNAi/CTG 초파리를 사용하여 Pss 유전자 발현량을 Knock 

down을 시켜 실험을 진행하였다. 

 

 

표 1. 실험에 사용한 초파리 

 

구분 
Stock 

Number 

Stock 

Center 
Genotype Remarks 

Pss 

mutant 
#104172 Kyoto w*; P{GawB}PssNP2363 / TM3, Sb1 Ser1 Pss72 

GAL4 

lines 

Bruno Lab y1; P{GawB}Myo31DFNP0001 NP1-GAL4 
Bruno Lab Pm/Gla; Delta/TM3, Sb Dl-GAL4 
Bruno Lab Su(H)/Cyo; pre/TM3, Sb Su(H)-GAL4 
Bruno Lab Escargot, UAS-GFP/Cyo esg-GAL4 
Bruno Lab Prospero/TTG Prospero-GAL4 

UAS 

lines 

GD Lab 
UAS-Dcr2; v5391 (CG4825-Pss 

RNAi)/CTG 
UAS-PssRNAi 

#80935 BDSC w*; P{UAS-myr-Akt.ΔPH}3/TM3, Sb1 Aktc 
#4775 BDSC w1118; P{UAS-GFP.nls}14 UAS-GFP(II) 
#4776 BDSC w1118; P{UAS-GFP.nls}8 UAS-GFP(III) 

기타 

lines 
#130386 Kyoto w1118; wgSp-1 /CyO; MKRS / TM6B, Tb1 

Sp/Cyo; MKRS/TM6B, 

Tb 
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Pss 돌연변이 유전자 중 선행연구에서 사용한 Pss72 를 사용하였고 

장을 구성하는 세포들 특이적인 GAL4 line 5가지를 사용하였다. ISC 

세포에 특이적인 GAL4 line으로는 Dl-GAL4를, EB 세포에 특이적인 

GAL4 line으로는 Su(H)-GAL4를, ISC와 EB 모두에 특이적인 GAL4 

line으로는 esg-GAL4를, EE 세포에 특이적인 GAL4 line으로는 

Prospero-GAL4를, EC 세포에 특이적인 GAL4 line으로는 NP1-

GAL4를 사용하여 Pss 유전자의 발현을 Knock down시켜 실험을 

진행하였다(그림 6). 
 

Scheme① to make NP1> PssRANi 
NP1-GAL4                                UAS-PssRNAi 

 y1; P{GawB}Myo31DFNP0001 ⓧ UAS-Dcr2; v5391(CG4825-Pss RNAi)/CTG 

↓ 

UAS-Dcr2; P{GawB}Myo31DFNP0001/ v5391(CG4825-Pss RNAi) 

Scheme② to make Dl> PssRANi 

Dl-GAL4                                     UAS-PssRNAi 

Pm/Gla; Delta/TM3, Sb ⓧ UAS-Dcr2; v5391(CG4825-Pss RNAi)/CTG 

↓ 

UAS-Dcr2;Pm/v5391(CG4825-Pss RNAi);Delta/+,  

UAS-Dcr2;Gla/v5391(CG4825-Pss RNAi);Delta/+ 

Scheme③ to make Su(H)> PssRANi 
Su(H)-GAL4                                     UAS-PssRNAi 

Su(H)/Cyo; pre/TM3, Sb ⓧ UAS-Dcr2; v5391(CG4825-Pss RNAi)/CTG  

↓ 

UAS-Dcr2; Su(H)/v5391(CG4825-Pss RNAi); pre/+, 

UAS-Dcr2; Su(H)/v5391(CG4825-Pss RNAi); TM3, Sb/+, 

Scheme④ to make esg> PssRANi 
esg-GAL4                                     UAS-PssRNAi 

Escargot, UAS-GFP/Cyo ⓧ UAS-Dcr2; v5391(CG4825-Pss RNAi)/CTG 

↓ 

UAS-Dcr2; Escargot, UAS-GFP/v5391(CG4825-Pss RNAi) 

Scheme⑤ To make Prospero>Aktc 
Prospero-GAL4                                                       UAS-PssRNAi 

Prospero/TTG ⓧ UAS-Dcr2; v5391(CG4825-Pss RNAi)/CTG 

↓ 

UAS-Dcr2; v5391(CG4825-Pss RNAi)/+; Prospero/+ 
 

그림 6. 장 특이적 GAL4 line의 Pss 유전자 Knock-down scheme 

  5가지 장 특이적 GAL4 line을 UAS-PssRNAi 으로 Knock-down된 

개체를 선별하기 위한 scheme. 각각의 GAL4 line과 UAS-PssRNAi 가 

함께 존재하여 작동하는 Knock down 돌연변이를 선별하였다. 
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초파리 장에서 Pss 발현 패턴을 보기 위해 UAS-GFP(II)와 

UAS-GFP(III)를 사용하였다. 

Aktc 돌연변이와 Sp/Cyo;MKRS/TM6B,Tb 는 Pss 돌연변이의 

Akt에 의한 회복 효과를 확인하기 위한 Rescue line 제작에 

사용하였다(그림 7). 

 

Scheme① to make Sp,Cyo>Aktc 

 

w1118; wgSp-1 /CyO; MKRS / TM6B, Tb1 ⓧ w*; P{UAS-myr-Akt.ΔPH}3/TM3, Sb1 

 ↓ 

wgSp-1/+; Aktc/TM6B, Tb1 ⓧ Cyo/+; Aktc /TM6B, Tb1 

 ↓ 

wgSp-1 /CyO; Aktc/TM6B, Tb1 

Scheme② to make NP1>MKRS,TM6B, Tb1 

 

w1118; wgSp-1 /CyO; MKRS / TM6B, Tb1 ⓧ y1; P{GawB}Myo31DFNP0001
 

        ↓ 

          NP1/Cyo; MKRS/+ ⓧ NP1/Cyo; TM6B, Tb1 

        ↓ 

NP1; MKRS/TM6B, Tb1 

Scheme③ To make NP1>Aktc 

 

wgSp-1 /CyO; Aktc/TM6B, Tb1 ⓧ NP1; MKRS/TM6B, Tb1 

     ↓ 

            NP1/Cyo; Aktc/TM6B, Tb1  

 

그림 7. Aktc 돌연변이에 의한 Rescue line 제작 scheme 

  Scheme①을 통해 Aktc 에 double-balancing을 하고 Scheme②를 

통해 NP1에 balancer를 추가해준다. ①과 ②의 최종 결과물을 교배하여 

NP1과 Aktc 가 함께 존재하는 Rescue line 을 제작하였다. 
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제 2 절 성체 우화율(Lethality) 및 수명 
 

가. 성체 우화 여부 확인 

 

조직 특이적인 여러가지 GAL4 line 수컷과 UAS-PssRNAi 미교배 

암컷을 29℃에서 교배하여 자손 세대를 유전자형에 따른 표현형을 

기준으로, Knock down된 개체와 Knock down되지 않은 개체들의 수를 

확인하다. 장 세포를 구성하는 초파리의 GAL4 유전자와 UAS-PssRNAi 

유전자가 함께 존재하는 자손 세대의 초파리가 Pss 유전자 Knock 

down 돌연변이이므로 해당 표현형을 선택하여 성체 우화율을 

확인하였다(그림 6). 전체 개체의 수를 나타날 수 있는 표현형의 개수로 

나누어 기준을 정하고 Knock down 개체의 수를 기준으로 나누어 성체 

우화율을 계산하여 확률로 나타내었다.  

 

나. 초파리 수명 측정 

 

장세포 특이적 GAL4 line의 수컷과 UAS-PssRNAi 미교배 암컷을 

25℃에서 교배하였다. 자손 세대가 깨어나기 시작하면 Knock down 된 

개체를 선별하고 24시간 이내에 깨어난 초파리 성체를 1일 차로 하여 

암컷과 수컷을 각각 50마리씩 수집(collection) 하였다. 암컷의 경우 

미교배 암컷으로 수집하였다. 초파리는 밀집 스트레스를 방지하기 위해 

한 관병에 최대 20마리씩 수집 후 29℃에서 수명 측정을 진행하였다 

(Linford, Bilgir, Ro, & Pletcher, 2013). 3일에 한 번씩 transfer를 

해주었고, 살아남은 개체수를 관병 별로 매일 기록하였다. 장세포 

특이적인 GAL4 line 수컷과 Canton-S 미교배 암컷을 교배하여 얻은 

자손 세대를 GAL4 line 대조군으로 사용하였다. 대조군의 경우도 

실험군과 동일한 온도에서 같은 방법으로 수명을 측정하였다. 이때 

개체의 생존날짜에 개체수를 곱한 후 전체 개체수로 나누어 평균수명을 

측정하고 통계처리하였다. 추가적으로 장세포 특이적GAL4 line의 

수컷과 UAS-PssRNAi 미교배 암컷을 25℃에서 교배하고 수컷만 

10마리씩 10개의 관병에 총 100마리를 수집하여 25℃에서 수명을 

측정하였다. 마찬가지로 장세포 특이적인 GAL4 line 수컷과 Canton-S 

미교배 암컷을 교배하여 얻은 자손 세대를 GAL4 line 대조군으로 

사용하였고 실험군과 동일한 방법으로 수명 측적을 진행하였다. 이때 각 

관병 별로 5마리 이하로 감소하게 되는 날짜를 기록하여 통계처리 후 
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T50에 대한 그래프로 나타내었다. 장세포 특이적 GAL4 line의 수컷과 

UAS-PssRNAi 미교배 암컷을 25℃에서 교배하였다. 자손 세대가 

깨어나기 시작하면 Knock down 된 개체를 선별하고 24시간 이내에 

깨어난 초파리 성체를 1일 차로 하여 암컷과 수컷을 각각 50마리씩 

수집(collection) 하였다. 암컷의 경우 미교배 암컷으로 수집하였다. 

초파리는 밀집 스트레스를 방지하기 위해 한 관병에 최대 20마리씩 

수집 후 29℃에서 수명 측정을 진행하였다(Linford, Bilgir, Ro, & 

Pletcher, 2013). 3일에 한 번씩 transfer를 해주었고, 살아남은 

개체수를 관병 별로 매일 기록하였다. 장세포 특이적인 GAL4 line 

수컷과 Canton-S 미교배 암컷을 교배하여 얻은 자손 세대를 GAL4 

line 대조군으로 사용하였다. 대조군의 경우도 실험군과 동일한 

온도에서 같은 방법으로 수명을 측정하였다. 이때 개체의 생존날짜에 

개체수를 곱한 후 전체 개체수로 나누어 평균수명을 측정하고 

통계처리하였다. 추가적으로 장세포 특이적GAL4 line의 수컷과 UAS-

PssRNAi 미교배 암컷을 25℃에서 교배하고 수컷만 10마리씩 10개의 

관병에 총 100마리를 수집하여 25℃에서 수명을 측정하였다. 

마찬가지로 장세포 특이적인 GAL4 line 수컷과 Canton-S 미교배 

암컷을 교배하여 얻은 자손 세대를 GAL4 line 대조군으로 사용하였고 

실험군과 동일한 방법으로 수명 측적을 진행하였다. 이때 각 관병 별로 

5마리 이하로 감소하게 되는 날짜를 기록하여 통계처리 후 T50에 대한 

그래프로 나타내었다. 
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제 3 절 면역화학염색법 
 

Primary antibody로 mouse anti-GFP(1:500, Developmental 

Studies Hybridoma Bank(DSHB)를 사용하였고, Secondary 

antibody로는 Alex Fluor 488 goat anti-mouse(1:1000, Invitrogen)를 

사용하였다. Mounting solution은 EC세포의 핵을 관찰하기 위해 

Antifade Mounting Medium with DAPI (VECTASHIELD)를 

사용하였다. 

     초파리 3령 유충을 차가운 PBS에 옮긴 뒤 유충의 입을 잡고 절개 

(dissection)하여 장을 꺼내어 낸 후 바로 4% paraformaldehyde에 

넣어 20분간 고정한다. 그 후 PT(PBS + 0.1% Tween20)로 5분간 5회 

씻어준다. 비특이적 결합을 막기 위해 5% NGS(Normal Goat 

Serum)으로 30분간 Blocking을 해준 뒤 5% NGS와 1차 항체를 

비율에 맞게 희석하여 500㎕ 넣어 주고 4℃ 트위스터(twister)에서 

랩을 통해 빛이 들어가지 않는 상태로 만들어 준 후 16시간 

반응시켜준다. 반응 후 PT로 10분간 3회 씻어주고 1차 항체에 맞는 

2차 항체를 선택하여 2시간 상온에서 반응시켜준다. 이때에도 빛이 

차단될 수 있도록 한다. PT로 10분간 3회 씻어주고 EC세포의 큰 핵을 

관찰하기 위한 DAPI를 사용하여 30분 이상 처리한 뒤 관찰한다. 
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제 4 절 성장 이상 표현형 
 

가. 번데기 크기 및 부피 측정 

 

장세포 특이적인 GAL4 line의 수컷과 UAS-PssRNAi 미교배 

암컷을 교배하여 16시간 동안 알을 받고 인큐베이터에서 발생시켰다. 

번데기가 형성되면 스페츌러를 이용하여 조심스럽게 관병에서 떼어내고 

balancer를 이용하여 형광을 나타내지 않는 번데기들을 골라서 

모눈종이 위에 수집하고 실체현미경으로 촬영을 하였다. 대조군은 

장세포 특이적인 GAL4 line 수컷과 Canton-S 미교배 암컷을 교배한 

자손 세대를 사용하였다. Image J 프로그램을 활용하여 번데기의 최대 

면적을 측정하여 크기 비교를 진행하였다 (Rodriguez-Jato et al., 

2011). 또한 번데기의 세로 길이와 가로 지름을 측정하고 부피를 

구하는 공식에 대입하여 번데기의 부피 크기를 비교하였다(Layalle et 

al., 2008). 모든 실험은 25℃와 29℃에서 한 번씩 진행하였다. 

 

나. 성체 무게 측정 

 

장세포 특이적인 GAL4 line의 수컷과 UAS-PssRNAi 미교배 

암컷을 25℃에서 교배하여 알을 받고 25℃ 인큐베이터에서 발생시켰다. 

성체가 깨어나기 시작하면 24시간 단위로 같은 날짜의 수컷 성체와 

미교배 암컷을 수집하여 5일간 관병에서 안정화된 상태로 유지시킨뒤 -

80℃에 냉각하여 보관하고 10마리가 모이면 10마리씩 전자저울을 

이용하여 무게를 측정한다(Gündner et al., 2014; H. Huang et al., 2013). 

29℃의 실험군에서는 Knock down된 수컷의 개체가 거의 태어나지 

않아서 개체 수집의 어려움이 있어 25℃에서만 성체 무게 측정 실험을 

진행하였다. 
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제 5 절 유전자 발현량 
 

실시간 중합효소 연쇄반응(real-time polymerase chain reaction, 

qRT-PCR)을 위해 모든 mRNA를 NucleoSpin RNAfmf 이용하여 3령 

유충의 장 10~12개에서 추출하였다. 추출한 mRNA는 5X-All-In-

One RT MasterMix(Abm)를 이용하여 각각 1㎍의 RNA를 cDNA로 

합성하였다. 합성한 cDNA를 TOPreal qPCR 2X Premix(SYBR green 

with low ROX, Enzynomics)와 Rotor-Gene Q(QIAGEN)를 이용하여 

qRT-PCR을 진행하였다. 실험의 표준화를 위해 사용한 House-

keeping gene으로 F-Actin을 암호화하고 있는 유전자 Actin 

88F(Act88F)를 사용하였다(Ponton et al., 2011). 실험에 사용한 

프라이머 서열의 정보는 아래의 <표 2>와 같다. 

 

 

표 2. qRT-PCR에 사용한 프라이머 서열 

유전자명 
프라이머 

방향 
프라이머 서열 

Act88F 
Forward 5’-TCGATCATGAAGTGCGACGT-3’ 

Reverse 5’-ACCGATCCAGACGGAGTACT-3’ 

Pss 
Forward 5’-ACTGTCCAAGTAATAATCTCGGTG-3’ 

Reverse 5’-GGCGACAATTTACCTTTCGAG-3’ 

dAkt 
Forward 5’-CATGTACGAGATGATCTGTGG-3’ 

Reverse 5’-AGAATGGATGTGCTTGTATCTC-3’ 

dFoxo 
Forward 5’-AGGCTGACCCACACAGATAAC-3’ 

Reverse 5’-GGCTCCACAAAGTTTTCGGG-3’ 

d4EBP 
Forward 5’-CAGATGCCCGAGGTGTACTC-3’ 

Reverse 5’-CATGAAAGCCCGCTCGTAGA-3’ 
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제 6 절 단백질 발현량 
 

Primary antibody로 rabbit anti-pAkt(Ser473, 1:400, Cell 

signaling), mouse anti-βactin(ab8224, 1:1000, abcam)를 사용하였다. 

Secondary antibody는 Anti-rabbit IgG (#7074, 1:1000, Cell 

signaling), Anti-mouse IgG (#7076, 1:2000, Cell signaling)를 

사용하여 실험을 진행하였다. 

Western blot 실험을 위해 3령 유충의 장을 40개 이상 모아서 

Urea buffer와 Protease inhibitor (Sigma-Aldrich), EDTA (Sigma-

Aldrich)를 혼합하여 만든 Lysis buffer에 넣어준다. Homogenizer로 충

분히 장을 갈아주고 Spin down 처리 후 상층액을 모아서 주사기 바늘을 

통해 10회정도 뽑고 다시 빼는 과정을 반복해 준다. 그 후 Direct 

Sonication을 실시해주고 Spin down 후 상층액을 모아준다. BCA assay 

를 통해 실험군과 대조군의 샘플의 정량을 맞춰준 뒤 100℃에 10분간 

처리해준다. 그 후 10% SDS-Polyacrylamide gel에 Protein Ladder 

(Thermo Scientific)과 실험군 및 대조군의 샘플을 넣고 loading을 실

시한다. 이 후 Protein transfering으로 loading 된 겔을 membrane으로 

옮겨준 후 3% skim milk (MB cell)로 비특이적 결합을 막는 처리는 1시

간 실시한다. 그 후 1차 항체를 비율에 맞게 3% skim milk로 희석하여 

4℃에서 12시간 이상 처리한다. PT로 10분간 3회 씻어준 뒤 2차 항체

를 비율에 맞게 희석하여 상온에서 2시간 처리해준다. PT로 5분간 5회 

씻어준 뒤 Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific)를 처리하

고 Membrane을 현상판에 옮겨준 뒤 암실에서 필름과 반응시키고 

Developer와 Fixer (KONICA MINOLTA)를 처리하여 단백질 발현량을 

확인한다. 
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제 3 장 실험 결과 

 

 

제 1 절 초파리 3령 유충 장에서 Pss 유전자 발현 양상 
 

초파리의 장에서 Pss 유전자의 발현 양상을 확인해보고자 하였다. 

이때 사용된 P-element 삽입 돌연변이는 Pss72를 사용하였고, 5’ UTR 

지점에 P-element가 삽입되어 있다(그림 8-A). Pss 유전자가 초파리 

발생 시기 3령 유충의 장에서 어떻게 발현 되는지 확인하기 위해 

Pss72-Gal4/UAS-GFP.nls(II)를 통해 살펴보았다. 확인 결과 3령 유충 

장의 전장 (foregut) 부분의 gastric caeca(GC)부위에 일부 발현이 

나타났고 중장(midgut) 부분의 copper cell 지역 근처와 그 바로 

뒤쪽에서 발현되는 양상을 나타내었다(그림 8-B, 8-B’). 
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그림 8. 3령 유충 시기의 장에서 나타나는 Pss 유전자의 발현 양상 

(A)Pss72 돌연변이의 P-element 삽입 지점 모식도. (B)3령 유충 장의 Pss72 발현 양상. 좌측 전장의 gastric 

caeca(GC)부위에 일부 형광이 나타나고 중장 부분의 copper cell 지역 근처와 그 바로 뒤쪽에서 유전자 발현이 

관찰된다.(B’) (B)의 붉은색 상자로 나타낸 copper cell 지역 부분을 20배 확대하여 관찰한 것. 흰색 화살표:  Copper cell 

지역에 발현되는 Pss 유전자
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제 2 절 초파리 발생 단계에서 장세포(Enterocyte) 

특이적 Pss 돌연변이의 영향 
 

 

1. 장 특이적 Pss 유전자 Knock down 돌연변이의 성체 우화율 

 

선행 연구에서 침샘, 지방체, 중장, 편도세포, 기관, 신경세포, 

신경교세포 등의 조직특이적 GAL4 line들을 이용하여 Pss 유전자를 

Knock down 하였을 때 중장의 장세포 특이적인 GAL4 line(NP1-

GAL4)에서 성체의 크기가 감소하는 모습을 확인하였으나 정량화하지는 

못하였다. 따라서 본 연구에서는 장을 구성하는 세포별 GAL4 line을 

활용하여 Pss 유전자로 Knock down을 하였을 때 성체 우화율을 

확인하고 번데기와 성체시기에서 왜소증과 같은 성장 이상의 표현형을 

기준을 정하여 정량화 하였다.  

우선적으로 GAL4/UAS system을 활용하여 장을 구성하는 세포별 

GAL4 라인의 수컷과 UAS-PssRNAi를 교배하여 Knock down 을 

발생시켜 돌연변이에 따른 치사율을 확인해보았다. 초파리의 장은 

음식물의 연동운동 같은 불수의운동에 관여하는 내장근(visceral 

muscle)에 의해 둘러싸여 있고, 장줄기세포(intestinal stem cells, 

ISCs), 장벽모세포(enteroblast, EB), 장세포(enterocyte, EC), 그리고 

장내분비세포(enteroendocrine cell, EE) 4가지 세포로 구성되어 있다.  

이러한 장을 구성하는 세포들에서 Pss 유전자의 작용을 알아보기 

위하여 각 세포 종류별로 특이적인 GAL4 line을 활용하여 Pss 유전자 

발현을 Knock down 시켜보았다(그림 7)(표 3). ISC 세포에 특이적인 

GAL4 line으로는 Dl-GAL4를, EB 세포에 특이적인 GAL4 line으로는 

Su(H)-GAL4를, ISC와 EB 모두에 특이적인 GAL4 line으로는 esg-

GAL4를, EE 세포에 특이적인 GAL4 line으로는 Prospero-GAL4를, 

EC 세포에 특이적인 GAL4 line으로는 NP1-GAL4를 사용하였다. 
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표 3. 장 관련 GAL4 line의 Pss 유전자 Knock down 돌연변이 성체 

 우화율 

 

각각의 GAL4 line과 Dcr2;UAS-PssRNAi/CTG 을 교배하여 

GAL4와 UAS-PssRNAi 가 함께 존재하는 자손 세대를 Pss 유전자에 

대해 Knock-down 되었다고 보고 태어나는 자손 세대의 전체 수를 

자손 세대에서 나타날 수 있는 종류의 수로 나누어주면 특정 경우의 

수가 태어나는 평균 수를 알 수 있게 된다. 이때, Knock-down 된 

개체수를 앞서 계산된 숫자로 나누어준 후 100을 곱하면 Knock-down 

개체의 성체 우화율이 계산된다. 이를 GAL4 line 별로 계산하여 표로 

나타내었다(표 3).  

예시로 ISC 특이적인 Dl-GAL4의 경우 Pm/Gla;Dl-gal4/TM3,Sb 

와 Dcr2;UAS-PssRNAi/CTG 를 교배하면 나타날 수 있는 자손 세대의 

경우의 수는 8가지가 존재한다.(Dcr/+;Gla/ UAS-PssRNAi;Dl-gal4/+, 

Dcr/+;Pm/UAS-PssRNAi;Dl-gal4/+, Dcr/+;Gla/UAS-PssRNAi;TM3, 

Sb/+, Dcr/+;Pm/ UAS-PssRNAi;Dl-gal4/+, Dcr/+;Gla/CTG;Dl-

gal4/+, Dcr/+;Pm/CTG;Dl-gal4/+, Dcr/+;Gla/CTG;TM3,Sb/+, 

Dcr/+;Pm/CTG;TM3,Sb/+) 이들 중 Pss 유전자 발현량을 억제한 

Knock-down 개체는 GAL4 line 과 UAS-PssRNAi가 모두 존재하는 

Dcr/+;Gla/UAS-PssRNAi;Dl-gal4/+, Dcr/+;Pm/UAS-PssRNAi;Dl-

gal4/+ 이렇게 두 가지가 있다. 또 한 8가지의 자손 세대 중 

Dcr/+;Gla/CTG;TM3,Sb 의 경우 개체 치사가 되므로 해당 개체를 

제외한 7로 전제 자손 세대의 수 인 150을 나누고 Knock-down 

개체의 종류가 2가지 이므로 2를 곱한다. 그 결과 42.86이 나오는데 이 

숫자가 전체 자손이 150마리 일 때 Knock-down 개체의 종류가 
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정상적으로 깨어날 때의 평균 숫자이다. Knock-down 개체 수 인 36을 

42.86로 나누고 100을 곱하면 84.00%의 성체 우화율 결과값이 나온다.  

esg-GAL4의 경우 자손 세대 전체 169마리 개체 중 나올 수 있는 

경우의 수가 4인데 그 중 Dcr/+Cyo/CTG의 경우 개체 치사가 되므로 

이를 제외한 3으로 전체 개체를 나누어주면 56.33이 나온다. Knock-

down된 esg-GAL4/UAS-PssRNAi 의 개체 수인 19를 56.33으로 

나누고 100을 곱하면 33.73%의 성체 우화율 결과값이 나온다.  

NP1-GAL4의 경우는 Dcr2;UAS-PssRNAi/CTG와 교배 결과 

Dcr/+;NP1-GAL4/UAS-PssRNAi, Dcr/+;NP1-GAL4/CTG 이렇게 두 

종류의 자손 세대가 나올 수 있는데 전체의 자손 세대 개체 수 인 

547을 2로 나누어주면 273.5가 나온다. Knock-down된 개체인 

Dcr/+;NP1-GAL4/UAS-PssRNAi 의 개체 수 인 108을 273.5로 

나누고 100을 곱하면 39.49%의 성체 우화율 결과값이 나온다. 

Su(H)-GAL4와 Prospero-GAL4를 사용하여 Pss 유전자를 

Knock down 하였을 때 초파리는 성체로 우화하지 못하여 성체 

우화율을 0%로 나타내었다. Dl-GAL4, esg-GAL4, 그리고 NP1-

GAL4를 사용한 경우에는 성체로 우화 하였으나 esg-GAL4와 NP1-

GAL4는 온전히 성체로 우화하지 못하였고 성체 우화율은 각각 

33.73%, 39.49% 였다(표 3). 

5가지 GAL4 line Knock down 실험 결과 번데기 및 성체 시기에 

크기가 감소하는 것은 NP1-GAL4 한가지였다. 특히 EC 세포 특이적인 

NP1-GAL4의 Pss 유전자 Knock down의 경우 암컷의 성체 우화율은 

56.98%인 것에 비해 수컷의 성체 우화율은 8.16%로 약 7배의 차이를 

보였다. 
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2. 초파리 3령 유충 장에서 Pss 유전자와 EC 세포 발현 위치 

 

     초파리의 3령 유충의 장에서 Pss 유전자가 발현되는 위치와 EC 

세포가 발현되는 부분이 겹치는지를 면역조직화학 염색법을 통해 확인하

였다. 실험 결과 초파리 장에서 Pss 유전자가 발현되는 copper cell 지

역에서 EC세포와 공통으로 발현되는 부분이 다수 존재하였다.  

 

 

그림 9. 초파리 3령 유충 장에서 Pss 유전자 발현 위치와 EC 발현 위치 
(A) 초파리 3령 유충 장의 Pss 발현 (B) 3령 유충 장의 EC 세포 발현 (C) 

A와B 병합 사진.Scale bar, 200㎛ (C’),(C’’) copper cell 지역 확대 사진. 흰색 

화살표; EC와 Pss 유전자가 겹쳐서 나타나는 위치. Scale bar, 20㎛ 
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3. 장세포 특이적 Pss 유전자 Knock down 돌연변이의 Pss  

유전자 발현량 

 

     NP1-GAL4로 Pss 유전자 발현을 Knock down 한 개체가 실제로 

Pss 유전자의 발현이 제대로 감소하였는지 qRT-PCR을 통해 확인하였

다. 실험 결과 EC 세포 특이적으로 Pss 유전자 발현이 Knock down 된 

초파리에서 Pss 유전자의 발현이 대조군 초파리(NP1/+)에 비해 약 72% 

감소함을 보였고 이는 통계적으로 유의미한 차이를 보였다(그림 10). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

그림 10. 장세포 특이적 Pss 유전자 Knock down 돌연변이의 Pss 유전

자의 상대적 발현량. n=10 (**p<0.005) 
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4. 번데기 단계에서 Pss 돌연변이에 의한 발육 부진 

 

EC 세포 특이적 GAL4 line인 NP1-GAL4를 이용하여 Pss 

유전자 발현을 Knock down 하였을 경우 번데기 시기에 왜소증과 같은 

성장 이상 표현형을 나타내었다(그림 11-A). 이를 Image J를 사용하여 

번데기의 최대 면적을 측정하고 비교하였다(그림 11-B, 11-C). 또한 

번데기의 지름과 입부터 항문까지의 세로 길이를 측정하고 부피를 

계산하여 성장 이상의 표현형을 확인하고 정량화 하였다(그림 10-D, 

10-E). 두 가지 실험 모두 25℃에서 진행한 뒤 돌연변이 표현이 

최대로 나타나는 29℃에서 NP1-GAL4로 Pss 유전자 발현을 Knock 

down하여 번데기의 최대 면적과 부피를 측정하였다. 대조군으로는 

NP1-GAL4의 수컷과 Canton-S 미교배 암컷을 교배한 자손 세대를 

사용하였다.  

정량화 결과, 25℃에서는 GAL4 line 대조군에 비해 NP1-

GAL4로 Knock down된 번데기의 크기는 약 29% 감소하였고 

29℃에서는 33%정도 감소하였다(그림 11-B, 11-C). 두 가지 모두 

통계적으로 유의미한 결과를 나타내었다. 또 한 추가적으로 번데기의 

지름(diameter)과 입부터 항문에 이르는 세로 길이(length)를 측정하고 

번데기 부피를 구하는 공식에 적용하여 계산해준다 (Layalle et al., 

2008). 부피 측정 결과 GAL4 line 대조군에 비해 NP1-GAL4로 

Knock down된 번데기의 크기는 25℃와 29℃ 모두에서 34%정도 

감소한 결과를 보였다(그림 11-D, 11-E). 
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그림 11. 장세포 특이적 Pss 유전자 Knock down 돌연변이의 번데기 시기 발육 부진 

(A)NP1-GAL4로 Pss 유전자 발현을 Knock down 하였을 때 나타나는 번데기 발육 부진 표현형 대표사진(Scale bar, 1mm). 

(B, C)NP1-GAL4로 Pss 유전자 발현을 Knock down 하였을 때 번데기의 최대 면적 비교 및 정량화(B: 25℃, C: 29℃). 

(D, E)NP1-GAL4로 Pss 유전자 발현을 Knock down 하였을 때 번데기의 부피 비교 및 정량화(D: 25℃, E: 29℃). 

(Volume = 4/3π(L/2)(l/2)2 (L, length; l, diameter)). (***p<0.0001).
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5. 성체에서 Pss 돌연변이에 의한 발육 부진 

 

EC 세포 특이적으로 Pss 유전자 발현이 Knock down된 개체는 

번데기뿐만 아니라 성체의 크기도 대조군과 비교하였을 때 암컷과 수컷 

모두에서 왜소증 같은 성장 이상의 표현형을 나타내었다(그림 12-A, 

12-B). 성체 시기의 경우는 Pss 유전자 발현 Knock down 개체를 

수컷과 미교배 암컷으로 구분하고 10마리씩 모아서 전자저울을 통해 

무게를 측정하여 발육 부진 표현형을 비교하고 정량화 하였다(그림 

12-B, 12-D). 

정량화 결과, 25℃에서 EC 세포 특이적으로 Pss 유전자 발현이 

Knock down된 수컷 돌연변이의 무게가 대조군과 비교하였을 때 약 26% 

감소하였다. 같은 온도에서 암컷 돌연변이의 경우 무게가 약 31% 

감소한 결과를 보였다(그림 12-B, 12-D). 29℃에서 EC 세포 

특이적으로 Pss 유전자 발현을 Knock down 하였을 때 수컷의 경우 

돌연변이 초파리가 성체까지 우화되는 비율이 극히 낮기 때문에 

29℃에서 성체의 무게를 통한 발육 부진 표현형을 확인할 수 없었다. 
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그림 12. 장세포 특이적 Pss 유전자 Knock down 돌연변이의 성체 시기 발육 부진 

(A, C)NP1-GAL4로 Pss 유전자 발현을 Knock down 하였을 때 나타나는 성체 발육 부진 표현형 대표사진 (A: Male, C: 

Female. Scale bar, 1mm) (B)NP1-GAL4로 Pss 유전자 발현을 Knock down 하였을 때 수컷 성체의 무게 감소 비율 

정량화(1set(n=10)). (D)NP1-GAL4로 Pss 유전자 발현을 Knock down 하였을 때 암컷 성체의 무게 감소 비율 정량화 

(1set(n=10)). (***p<0.0001). 
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6. 장세포 특이적 Pss 돌연변이의 생존율 

 

EC 세포에서 Pss 유전자 발현이 초파리 수명에 미치는 영향을 

확인하기 위해 초파리의 수명을 측정하였다(그림 13). NP1-GAL4로 

Pss 유전자 발현을 Knock down 한 개체가 성체로 우화되기 시작할 때 

24시간을 기준으로 같은 일자의 수컷 초파리와 미교배 암컷 초파리를 

각각 수집하였다. 해당 초파리를 관병에 옮겨 담아 29℃ 인큐베이터에

서 키우며 수명을 측정하였다(그림 13-A, 13-C). NP1-GAL4 수컷과 

Canton-S 미교배 암컷을 교배하여 얻은 자손 세대를 GAL4 line 대조

군으로 사용하였다. 또 한 초파리의 최종 생존 일자와 해당 초파리 개체 

수를 곱하고 평균을 구하여 초파리의 평균 수명을 비교하였다. 생존율을 

비교하여 봤을 때 대조군에 비해 EC 세포에서 Pss 유전자 발현이 

Knock down된 돌연변이 초파리가 더 이른 시기에 급격하게 생존율 하

락을 보였다. 수컷의 경우 대조군 초파리는 35일 전후로 생존율 그래프 

곡선이 급격하게 감소하는 반면, 돌연변이 초파리는 생존율 그래프 곡선

이 15일 전후로 급격하게 감소하는 모습을 보였다(그림 13-A). 수컷의 

경우 평균 수명은 대조군와 돌연변이 초파리가 각각 36.8일과 18.4일로 

확인되었다. 약 50% 정도의 평균수명 차이를 보였다(그림 12-B). 암

컷의 경우 대조군 초파리는 50일 전후로 급격하게 치사하는 반면, 돌연

변이 초파리는 20일 전후로 급격하게 치사하는 경향을 보인다(그림 

13-C). 암컷의 경우 평균 수명은 대조군과 돌연변이 초파리가 각각 

49.9일과 22.6일로 확인되었다. 약 55% 정도의 평균수명 차이를 보였

다(그림 13-D). 

추가적으로 NP1-GAL4로 Pss 유전자 발현을 Knock down 시킨 

돌연변이 수컷 초파리의 수명을 25℃에서 측정하였다(그림 14-A). 또 

한 각 관병에서 초파리 개체수가 50% 이하로 감소하는 날인 T50 값을 

측정하여 비교하였다(그림 14-B). 25℃에서 대조군 초파리는 36일 기

점으로 급격하게 생존율이 떨어지는 반면, 돌연변이 수컷 초파리에서는 

24일을 기점으로 급격하게 생존율이 떨어지는 모습을 보였다(그림 14-

A). 대조군과 돌연변이 수컷 초파리의 평균 T50 값은 각각 49.8일과 

27.6일로 약 45%정도 차이를 보였다(그림 14-B). 
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그림 13. 29℃에서 장세포 특이적 Pss 유전자 Knock down 돌연변이의 생존율 및 평균 수명 그래프 

    (A)NP1-GAL4로 Pss 유전자 발현을 Knock down 한 수컷 초파리의 29℃에서 생존율 그래프. (B) 29℃에서 Pss 돌연변이 수컷 

초파리의 평균 수명 그래프. (C) NP1-GAL4로 Pss 유전자 발현을 Knock down 한 암컷 초파리의 29℃에서 생존율 그래프. 

(D)29℃에서 Pss 돌연변이 암컷 초파리의 평균 수명 그래프. (Log-rank test; p<0.0001).(***p<0.0001). 
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그림 14. 25℃에서 장세포 특이적 Pss 유전자 Knock down 돌연변이의 생존율 및 T50 그래프 

    (A)NP1-GAL4로 Pss 유전자 발현을 Knock down 한 수컷 초파리의 25℃에서 생존율 그래프. (B)25℃에서 Pss 돌연변이 수컷 

초파리의 T50 그래프. (Log-rank test; p<0.0001).(***p<0.0001).
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제 3 절 장세포 특이적 Pss 돌연변이에서의 성장 관련

dAkt 신호 전달 변화 
 

1. qRT-PCR을 통한 RNA 발현량 변화 
 

NP1-GAL4로 Pss 유전자 발현을 Knock down 시킨 초파리의 

3령 유충 장을 활용하여 실험을 진행하였다. 발생시기 때의 dAkt와 그 

하위 신호 중 성장과 분화에 관련된 dFOXO와 d4EBP의 발현량을 

qRT-PCR을 통해 확인하였다(그림 15, 16, 17). 

qRT-PCR 결과, dAkt의 발현량은 EC 세포 특이적으로 Pss 

유전자 발현이 Knock down 된 초파리와 대조군(NP1/+)에서 별다른 

차이가 없었다(그림 15). dFOXO의 발현량은 대조군(NP1/+)에 비해 

Knock down 돌연변이 초파리에서 약 3.49배 증가한 결과를 보였다. 

이는 통계적으로 유의미하였다(그림 16). 

마지막으로 d4EBP의 경우, 그 발현량이 대조군(NP1/+)에 비해 

Knock down 돌연변이 초파리에서 약 1.98배 증가하였다. 이 차이는 

통계적으로 유의미하였다(그림 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

그림 15. 장세포 특이적 Pss 유전자 Knock down 돌연변이의 dAkt 유전

자의 상대적 발현량. n=12 (p>0.5, n.s.) 
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그림 16. 장세포 특이적 Pss 유전자 Knock down 돌연변이의 dFOXO 

유전자의 상대적 발현량. n=12 (*p<0.05) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

그림 17. 장세포 특이적 Pss 유전자 Knock down 돌연변이의 d4EBP유
전자의 상대적 발현량. n=12 (*p<0.05) 
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2. Western blot을 통한 단백질 발현량 변화 

 

NP1-GAL4로 Pss 유전자 발현을 Knock down 시킨 초파리와 

대조군 초파리(NP1/+)의 3령 유충 장을 통해 Akt의 활성형인 pAkt 

단백질의 양을 western blot 을 통해 확인하였다. 실험 결과 Pss 

유전자 Knock down 초파리에서 pAkt의 단백질 양이 감소하였음을 

확인하였다(그림 18) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

그림 18. 장세포 특이적 Pss 유전자 Knock down 돌연변이 pAkt 단백질 

발현량   pAkt의 크기는 약 65kDa에 위치하였다. 
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제 4 절 dAktc(Akt constant) 돌연변이를 이용한 Pss  

돌연변이 회복 양상 
 

dAkt가 지속적으로(constant) 발현되는 dAktc 돌연변이(w*; 

P{UAS-myr-Akt.ΔPH}3/TM3,Sb1)와 EC세포 특이적인 NP1-GAL4를 

재조합하여 하나의 개체에 존재하는 NP1/Cyo;Aktc/TM6B,Tb1를 

만들었다(그림 7). 그 후 25℃에서 Pss 유전자 발현을 Knock down 

시켜 기존의 Knock down 돌연변이(NP1/UAS-PssRNAi)와 비교하여 

회복 양상을 성체 우화율을 통해 확인해 보았다(표 4, 5). 

25℃에서 EC 세포 특이적으로 Pss 유전자를 Knock down 하였을 

때 수컷과 암컷 돌연변이 초파리는 각각 40.7%, 77.44%가 성체로 

우화하였고 전체적으로는 63.55%가 성체로 우화하였다(표 4). 

반면 NP1-GAL4와 dAktc 돌연변이가 재조합된 초파리로 Pss 

유전자를 Knock down 하였을 때 성체 우화율은 수컷과 암컷 각각 

68.57%, 102.43%로 나타났고 전체적으로는 86.84%의 초파리가 

성체로 우화하였다(표 5). 수컷의 경우 약 28%, 암컷의 경우 약 25% 

성체 우화율의 증가를 확인할 수 있었다. 전체적으로는 약 23%의 성체 

우화율 증가를 보였다. 
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표 4. 25℃에서 장세포 특이적으로 Pss 유전자  

Knock down 하였을 때 성체 우화율 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

표 5. 25℃에서 dAktc를 재조합하여 장세포 특이적으로  

Pss 유전자 Knock down 하였을 때 성체 우화율 
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제 4 장 고    찰 
 

포유류에서 Pss 유전자 돌연변이가 발생하는 경우 배아 시기에 

치사되거나 발육 부진과 같은 성장 이상을 확인하였으나 초파리의 Pss 

유전자를 활용한 발생과 성장 관련 연구는 찾아보기 어렵다. 본 

연구실의 선행연구에서 조직 특이적 GAL4 line을 활용하여 Pss 유전자 

발현을 Knock down 하는 Screening 실험을 진행하였을 때 지방체와 

중장의 장세포 특이적인 GAL4 line에서 초파리 성체 크기의 감소를 

발견하였다. 이에 본 연구에서는 초파리의 장세포 특이적인 GAL4 

line(NP1-GAL4)을 활용하여 초파리의 발생과 성장에서 Pss 유전자가 

미치는 영향에 대해 살펴보고자 하였다. NP1-GAL4의 경우 초파리의 

침샘과 장에서 전체적으로 발현이 되는데 사전 연구 결과 침샘 특이적인 

AB-GAL4의 Pss 유전자 발현을 Knock down 시킨 경우 Viable 한 

성체 우화율을 나타내었고 번데기와 성체에서의 크기 감소 또 한 관찰되 

지 않았기 때문에 NP1-GAL4의 장 발현에 초점을 맞추어 실험을 

진행하였다. 

Pss 유전자가 발생단계에서 장의 어느 위치에 발현되는지를 

Pss72-Gal4/UAS-GFP.nls(II)로 확인해보았다. 해당 개체의 3령 

유충의 장을 추출하여 관찰한 결과 전장 부분의 GC 부위에 일부 발현이 

나타나고 중장의 copper cell 지역 근처와 그 바로 뒤쪽에서 형광 

발현을 확인하였다. Copper cell의 뒤쪽 부위는 기능 중 하나는 cell 

cycle을 조절하는 것인데 해당 부위에서 돌연변이가 발생하면 세포의 

분화 및 성장이 제대로 일어나지 못할 것으로 생각된다(Marianes et al., 

2013). 또 한 NP1-GAL4로 Pss 유전자 발현을 Knock down 시킨 

개체의 3령 유충의 GC부위의 손가락 모양 가닥들이 대조군(NP1/+)에 

비해 상당히 짧아진 모습을 나타내기도 하였다. EC 세포는 장 전체에 

골고루 분포되어 있고 주요 기능이 양분흡수라고 알려져 있다 (Loza-

Coll et al., 2014). 하지만 Pss72-Gal4/UAS-GFP.nls(II) 로 

살펴보았을 때 Pss는 장의 극히 일부분에만 발현되어 있기 때문에 

단순히 양분을 제대로 흡수하지 못하여 발육 부진과 같은 성장 이상이 

일어난 것으로 보이진 않는다. 29℃에서 EC 세포 특이적으로 Pss 

유전자 발현을 억제하였을 때 치사율이 60% 이상 나타난 것으로 보아 

Pss가 초파리의 장세포에서 단순히 양분을 제대로 흡수하도록 하는 

것이 아니라 발생 단계에서 중요한 역할을 하는 것으로 보인다. 
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Pss 유전자가 장에서 발현되는 부위에 GFP 항체 염색을 하고 

EC 세포가 발현되는 위치를 DAPI 염색을 통해 확인하였다. EC 세포는 

장을 구성하는 세포들과 구분될 정도의 큰 핵을 갖고 있어 DAPI 

염색을 통해 EC를 확인하기도 한다(Loza-Coll et al., 2014). 실험 결과 

Pss 유전자와 EC 세포가 3령 유충의 장에 copper cell 지역에서 상당 

부분 겹쳐서 발현되는 것으로 나타났다. 이러한 결과는 앞서 연구한 

것과 같이 Pss 발현이 cell cycle 조절에 영향을 주어 세포의 성장과 

분열에 영향을 미치고 있음을 나타낸다. 

Pss 유전자가 EC세포에서 Knock down 이 제대로 되었는지 

확인하기 위해 Pss primer를 이용하여 qRT-PCR을 실행하여 Pss 

유전자 발현량 변화를 확인해보았다. 대조군에 비해 Knock down 

돌연변이의 Pss 유전자 발현량이 72% 이상 감소하였음을 확인하였다 

EC 세포 특이적으로 Pss 유전자를 Knock down 하였을 경우 

발생 단계에서 개체의 성장이 제대로 이루어지지 못해 크기가 작아지는 

성장 이상 표현형을 보였다. 이를 번데기 시기와 성체 시기로 나누어 

발육 부진의 정도를 정량화 하였다. 번데기 시기에는 우선 최대 면적을 

측정하여 비교하였고 번데기의 지름과 입부터 항문까지의 세로 길이를 

측정하여 부피를 계산하여 성장 이상의 표현형을 확인하고 정량화 

하였다. 성체 시기의 경우는 몸의 길이를 측정하여 비교하기도하지만 

이산화탄소로 마취를 하였을 때 성체의 몸이 굽혀져 있거나 다리와 

날개의 형태가 일정하지 않아 성체 무게를 측정하여 성장 이상 표현형을 

확인하였다. 성체의 경우 29℃에서 수컷의 우화율이 약 8%로 매우 

낮기 때문에 개체를 수집하는데 어려움이 있어 성체 무게 측정은 

25℃에서 발생한 개체들을 대상으로 진행하였다. 또 한 성체의 발육 

부진 표현형을 초파리의 날개 크기를 통해서 확인하기도 하여 해당 

실험을 진행하였다. 초파리 날개의 정맥부분들이 교차되는 지점을 

기준으로 길이와 폭을 측정하였는데 EC 세포에서 Pss 유전자의 발현이 

억제된 돌연변이에서 감소되지 않고 대조군과 유의미한 차이가 없었다 

(Lack et al., 2016). 실험을 진행하면서 Knock down 

돌연변이(NP1/UAS-PssRNAi)의 경우 대조군(NP1/+)이나 같은 관병 

속의 Knock down 되지 않은 개체(NP1/CTG)에 비해 발생의 속도가 

느린 것으로 보였다. 최근 이와 관련하여 사람의 Ptdss1 돌연변이에서 

발달 지연을 보인다는 연구결과가 나왔다(Gracie et al., 2022). 

초파리의 NP1-GAL4의 Pss 유전자 Knock down 에서도 이러한 발달 

지연에 대한 추가적인 연구가 필요한 것으로 생각된다. 
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이러한 성장 이상은 단순히 개체의 크기를 감소시키는 것 뿐만 

아니라 개체의 수명에도 영향을 주었다. 대조군에 비해 EC 세포에서 

Pss 유전자의 발현이 억제된 돌연변이는 25℃와 29℃ 모두에서 수명이 

감소되었음을 확인하였다. 29℃에서 평균 수명을 측정한 결과 암컷과 

수컷 모두에서 50% 이상의 평균 수명의 차이를 보였다. 또 한 

25℃에서 개체의 수가 절반 이하로 감소하는 시기인 T50 값을 측정하여 

비교한 결과 대조군에 비해 Knock down 돌연변이의 경우 약 45% 

감소하였음을 확인하였다. 이는 초파리 장세포에서 Pss 유전자가 성체 

이후의 단계에서도 생존과 관련하여 중요한 역할을 하고 있음을 제시해 

준다. 

장세포 특이적 NP1-GAL4 line으로 Pss를 Knock down 하였을 

때 어떠한 경로를 통해 개체의 발육 부진과 같은 성장 이상이 

나타나는지를 확인하고자 하였다. PS는 음전하는 띠는 특성을 활용하여 

각종 신호 전달 관련 단백질들과 상호작용을 하고 활성화 등의 신호 

전달 체계에 관여를 한다(Yeung et al., 2008).  Phosphatidylinositol 

3-kinase (PI3K)/Akt, Ras/Raf, protein kinase C (PCK) 등 의 신호 

전달 체계에 관여를 한다(Akbar et al., 2005; Improta-Brears et al.,  

1999; Johnson et al., 2000). 이들 중 Akt 신호 전달 경로가 주로 

세포의 성장과 분화에 중요한 역할을 한다. PS는 Akt와 

phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate(PIP3)의 결합을 촉진하고 

Akt의 pleckstrin homology(PH) 및 regulatory do- main(RD)의 특정 

잔기와 상호작용을 하여 Akt의 활성을 유도한다 (Huang et al., 2011). 

또한 초파리에서 dAkt의 기능의 상실을 유도하였을 때 세포 크기가 

감소하였다는 연구결과와 초파리의 침샘에서 Pss 유전자 특이적으로 

Knock down 하였을 때 dAkt 신호 전달 단백질의 활성도 감소하고 

침샘의 세포 크기가 감소한 연구 결과도 존재하여 dAkt의 신호 전달 

경로를 선정하여 연구를 진행하였다(Cavaliere et al., 2005; Yang et al., 

2019).  

dAkt의 경우 다양한 하위 신호 전달 경로로 뻗어나가는데 그 중 

신호 말단의 한 가지인 d4EBP가 세포의 성장 및 분화를 억제하는 

역할을 하고 있기 때문에 dFoxo와 d4EBP로 이어지는 신호 전달 

경로를 선정하여 살펴보았다(Jünger et al., 2003; Puig et al., 2003). 

qRT-PCR 실험을 통해 장세포 특이적으로 Pss 유전자 Knock 

down된 초파리의 3령 유충 발생 단계에서의 Akt, Foxo, 4EBP 

발현량을 대조군(NP1/+)과 비교하여 살펴보았다. Akt의 경우 대조군과 
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Knock down 돌연변이에서 RNA 발현량에 큰 차이를 보이지 않았다. 

이는 Akt가 활성을 나타낼 때에 인산화되어 pAkt의 형태가 되는데 Pss 

유전자 발현을 Knock down 하였을 때 전체 Akt의 총량이 변화하는 

것이 아니라 활성 형태인 pAkt가 감소한 것이기 때문에 qRT-PCR 

실험결과에는 큰 차이가 없었던 것으로 보인다. 

Western blot 실험 결과 장세포 특이적으로 Pss 유전자를 

Knock down 시킨 돌연변이에서 pAkt의 발현량이 감소하였음을 

확인하였다. Foxo의 경우도 Akt와 마찬가지로 활성의 형태가 변하는 

것이기 때문에 qRT-PCR 결과에는 큰 차이가 없을 것으로 

예상하였지만 실험 결과 Foxo의 발현량이 약 3.49배 증가한 것으로 

나타났다. 이는 Foxo가 Akt 뿐만 아니라 다른 여러가지 상위 신호의 

영향을 받기 때문인 것으로 보인다. 4EBP의 경우 Knock down 

돌연변이에서 약 1.98배 증가한 것으로 나타났다. NP1-GAL4로 Pss 

유전자 발현을 Knock down 시킨 돌연변이에서 발육 부진과 같은 성장 

이상 표현형을 보였는데 이것은 4EBP가 세포의 성장과 분화를 

억제한다는 것에 부합하는 결과로 보인다.  

EC 세포 특이적으로 Pss 유전자의 발현을 Knock down 하였을 

때 나타나는 발육 부진과 같은 성장 이상이 Akt에서 시작되어 

4EBP까지 이어지는 신호 전달 경로에 문제가 생겨 발생한 것이라면 

억제된 Akt신호가 다시 작동하도록 해주면 돌연변이의 회복 양상을 

확인할 수 있을 것이다. 

 Akt 신호가 지속적으로 발현되도록 하는 Akt constant(dAktc) 

돌연변이를 활용하여 Pss 유전자 돌연변이 회복 양상을 확인해 보았다. 

NP1-GAL4와 dAktc 를 재조합하여 초파리의 한 개체에 존재하도록 

만들고(NP1/Cyo; dAktc/TM6B, Tb) UAS-PssRNAi 를 사용하여 Knock 

down 돌연변이를 만들고 dAktc로 회복된 개체(NP1/UAS-PssRNAi; 

dAktc/+)와 기존의 Knock down 개체(NP1/UAS-PssRNAi)의 성체 

우화율을 비교해보았다. 그 결과 수컷과 암컷에서 각각 28%, 25% 의 

성체 우화율 증가를 확인할 수 있었다. 이 결과는 기존의 Pss 유전자 

Knock down 돌연변이에 의해 PS가 제대로 생성되지 않아 Akt 신호 

전달 경로에 문제가 발생하였고, 그 결과 발육 부진 같은 성장 이상 

표현형이 나타났을 것이라는 가능성을 제시한다. 다만, dAktc를 

이용하여 회복 돌연변이를 재조합 하는 과정에서 얻고자 하는 

개체(NP1/Cyo; dAktc/TM6B,Tb)가 성체로 깨어나지 못하여서 기존의 

25℃ 인큐베이터에서 20℃로 옮겨 교배를 진행하였고 그 결과 낮은 
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확률로 원하는 개체(NP1/Cyo; dAktc/TM6B,Tb)를 얻어 실험을 진행할 

수 있었다. UAS-Aktc 와 NP1-GAL4를 25℃에서 교배하였을 때 100% 

치사되는 결과를 나타냈다. 이는 장세포에 Akt 신호가 너무 과하게 

작동되면 발생 과정에 문제를 생기는 것으로 보인다. 또한 교배를 통해 

새롭게 만든 개체(NP1/Cyo;dAktc/TM6B,Tb)와 UAS-PssRNAi를 

29℃에서 교배하였을 때 재조합된 초파리가 치사되거나 해당 관병에서 

배아 발생이 관찰되지 않아 25℃ 인큐베이터로 옮겨 교배를 진행하였다. 

그 결과 25℃에서 dAktc를 재조합하여 장세포 특이적으로 Pss 유전자 

Knock down 하였을 때의 성체 우화율을 확인 하였고, 이 결과를 

해석하기 위하여 대조군으로 25℃에서 NP1-GAL4로 Pss 유전자 

발현을 Knock down 시킨 것의 성체 우화율 데이터를 사용하였다. 

성체 우화율을 통해 dAktc에 의한 Knock down 돌연변이 회복 

양상을 확인하였으나, 보다 안정적이고 세대 유지가 가능한 회복 

돌연변이를 활용하여 번데기의 크기와 부피, 성체의 무게, 유전자 

발현량, 단백질 발현량 등을 비교한 후속 연구가 필요한 것으로 보인다. 

본 연구에서는 장세포 특이적으로 Pss 유전자의 발현을 Knock 

down 하였을 때 발육 부진과 같은 왜소증 관련 성장 이상을 보여 이를 

번데기 시기와 성체 시기에 정량화하여 확인하였다. 그리고 Knock 

down 돌연변이의 수명 감소를 확인하였다. 또 한 이러한 발생 과정의 

성장 이상을 Akt 신호 전달 경로 중 4EBP를 타겟으로 하는 성장 관련 

신호 전달 과정의 이상으로 보고 유전자 발현량과 단백질 발현량 그리고 

회복 돌연변이 재조합 실험을 통해 확인하였다. 이러한 결과는 Pss 

유전자를 신경 퇴행성 질환뿐 아니라 발생과 성장의 관점에서도 연구가 

필요함을 강조하고, 개체 수준에서의 Pss 유전자 돌연변이의 성장 이상 

관련 표현형 확인과 더불어 이러한 문제가 Akt 신호 전달 경로의 

영향을 받는다는 가능성을 제시한다. 또 한 LMHD와 발달 지연과 같은 

Ptdss1 유전자 돌연변이 희귀 질환의 치료를 위한 유전자 기능 연구와 

유전자 모델 개발의 시발점이 될 수 있을 것이다. 
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Abstract 

Mutation of Drosophila melanogaster 
Phosphatidylserine Synthase (Pss) gene  

in Midgut Causes Abnormal Growth 
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Pss gene encodes a phosphatidylserine synthase, which is an 

enzyme located in mitochondria-associated membranes (MAM). 

Mutation in Pss gene caused neurodegenerative diseases. Mutation 

in mammalian homolog of Pss caused developmental and growth 

defect called Lenz-Majewski Hyperostotic Dwarfism (LMHD). 

However, little is known about the effects of Pss gene mutation on 

development and growth in Drosophila melanogaster. Here, we first 

identified Pss gene expression pattern in 3rd instar larval stage by 

using GAL4/UAS system. Then, based on the expression pattern, we 

characterized the effects of Pss gene mutation on development and 

growth. Pss gene was expressed in midgut. We observed dwarfism 

in pupa and adults due to the knock down of Pss gene in the 

enterocytes. PS has been known to affect the activity of Akt signaling. 

The Akt signaling pathway promotes survival and growth in response 

to extracellular signals. Among the corresponding sub-signaling 

pathways, the signaling pathway leading to Akt-Foxo-4EBP 
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involved in cell growth and differentiation was identified. 4EBP 

inhibits cell growth and differentiation. That is, when Akt activity is 

reduced by knock down of Pss gene, Foxo activity increases and 

4EBP activity also increases. As a result, cell growth and 

differentiation are inhibited. We confirmed the increase in the 

expression level of 4EBP through Quantitative Real-Time PCR. 

These results suggest that mutation of Pss gene caused not only 

neurodegenerative diseases, but also development and growth 

defects in Drosophila melanogaster. 

 

Keywords : Phosphatidylserine, Phosphatidylserine synthase, growth, 

development, Akt signaling pathway 
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