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Massive identification of differentially expressed patterns has been used as a tool to detect genes that are involved in 
disease related process. We employed circular single stranded sense molecules as probe DNA for a DNA chip. The 
circular single stranded DNAs derived from 1,152 unigene cDNA clones were purified in a high throughput mode from 
the culture supernatant of bacterial transformants containing recombinant phagemids and arrayed onto silanized slide 
glasses. The DNA chip was examined for its utility in detection of differential expression profile by using cDNA 
hybridization. Hybridization of the single stranded probe DNA were performed with Cy3- or Cy5-labeled target cDNA 
preparations at 60℃. Dot scanning performed with the hybridized slide showed 29 up-regulated and 6 down-regulated 
genes in a cancerous liver tissue when compared to those of adjacent noncancerous liver tissue. These results indicate 
that the circular single stranded sense molecules can be employed as probe DNA of arrays in order to obtain a precious 
panel of differentially expressed genes. 
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서  론 

 
세포의 생리학적 또는 병리학적 기능 변화는 유전자 발현 

양상의 변이와 연관성을 갖는다. 예를 들면, 악성 종양은 
암화 유전자 (oncogene)의 과발현과 암 억제 유전자 (tumor 
suppressor gene)의 발현 감소로 인하여 발달할 수 있다. 따라

서, 유전자 발현 변이의 확인은 질병 관련 유전자를 탐색하

기 위한 하나의 도구로서 활용되어 왔다. 기존에는 차별적

으로 발현하는 유전자들을 탐색하기 위하여 northern blot 
analysis1), S1 nuclease protection analysis2), differential display3,4), 
cDNA library sequencing5,6), SAGE (serial analysis of gene ex- 
pression)7,8), RDA (representational difference analysis)9,10) 등을 
이용하였다. 그러나, 이러한 방법들은 한 번의 실험으로 얻
을 수 있는 데이터의 양에 한계가 있고, 결과 획득까지 많은 

시간을 요구한다. 
최근 30억 개의 염기서열을 분석한 인간 지놈 프로젝트가 

완료된 후, 유전자의 기능을 대규모로 해석하기 위한 대표적

인 기술로서 DNA 칩 (DNA chip)이 대두되고 있다. 또한, 
지금까지 밝혀진 암이나 기타 질병과 관련된 수백 개의 유전

자 돌연변이도 계속 증가되고 있는 추세이기 때문에, DNA 
칩의 중요성은 더욱 커지고 있는 실정이다. 급속히 발달한 
DNA 칩 기술은 수많은 세포 전사체들의 발현 변이를 일시

에 관찰할 수 있도록 해 주었다11~13). 기존의 DNA 칩은 기
판 상에 고정화되는 탐침 DNA (probe DNA)의 종류에 따라 
cDNA 칩과 올리고 칩 (oligo chip)의 두 가지 형태로 나뉘어

진다. 올리고 칩은 20 내지 25 mer의 올리고뉴클레오티드 또
는 펩티드 핵산 (peptide nucleic acid; PNA)을 염기 하나씩 합
성하여 기판 상에 고정화시킨 것으로서, 질병의 진단 혹은 
SNP의 연구 등에 많이 응용되고 있다. 이 경우, 미리 알고 
있는 DNA 염기서열을 합성하여 일일이 붙이게 되므로, 고밀

도로 집적할 수 있고, 분석이 정확한 편이다. 그러나, 유전자

별로 번거로운 목표부위 검색 (target site search) 과정을 거쳐

야 하며, 단일 탐침 DNA로 얻어진 결과의 신뢰성 부족으로 
동일 유전자에 대하여 복수의 것을 사용해야 하므로 합성시
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간과 비용이 많이 드는 단점을 가진다. 한편, cDNA 칩은 500 
내지 5,000 bp 크기의 증폭된 cDNA를 poly L-lysine, amine 
또는 aldehyde를 코팅한 기판 위에 고정화한 것으로서, 주로 
유전자 발현의 차별성 (differential gene expression)을 연구하

기 위해 이용된다. 유전자 발현을 정확하게 조사하기 위해서

는 탐침 DNA의 양이 target cDNA 보다 약 10배 이상 유지

되어야 하므로, cDNA를 PCR법으로 증폭하여 조제하여야 
한다. 따라서, 플라스미드 정제, PCR 수행, PCR 산물의 정제, 
취합 및 변성 (denaturation) 등 고비용과 결과의 왜곡을 수반

하는 번거로운 과정들을 거쳐야 한다. 또한, 탐침 DNA로서 
소량 생산만 가능하므로 생산된 DNA의 개별적 정량에 따른 
균일한 양의 사용이 어렵다. 

M13 박테리오페이지 등은 단가닥 (single stranded)의 환형 
분자를 지놈으로 가지므로, 지금까지 돌연변이 연구 및 DNA 
염기서열 분석 등에 주로 활용되어 왔다. 재조합 페이지미드 
(recombinant phagemid)를 숙주세포에 형질전환한 후 헬퍼 박
테리오페이지 (helper bacteriophage)를 superinfection하면, 배

양 상청액에 존재하는 재조합 박테리오페이지로부터 단가닥 
형태의 large circular (LC-) sense DNA를 정제할 수 있다. 이
때, M13 페이지미드는 LC-DNA가 특정 유전자의 sense 서열

을 함유할 수 있게 재조합될 수 있다. 이러한 LC-sense DNA
는 단가닥이고 길이가 긴 분자 구조상 target cDNA와의 높
은 결합 가능성 (higher binding probability), 변성과정의 생략

으로 기판위에서의 안정성 증가가 기대된다. 더불어 높은 서
열 충실도 (high sequence fidelity), 번거로운 목표부위 검색의 
불필요성 등 DNA 칩 용 탐침 DNA로서 다양한 장점들을 
가질 수 있다. 또한 조제를 위해 대장균 숙주세포의 배양을 
이용하므로, 저비용으로 대량 생산할 수 있다. 

본 연구에서는 상기의 장점들을 가지는 LC-sense DNA가 
칩 제작용 탐침 DNA로서 유용성을 가지는지를 검증하기 위
하여, 1,152개 유니진 cDNA 유래의 LC-sense DNA로 칩을 
제작한 후 간암 조직에서 그 발현이 상향 또는 하향조절되는 
유전자를 검색하였다. 또한 LC-sense DNA의 감도 (sensi- 
tivity)를 기존의 증폭된 cDNA를 탐침 DNA로 사용하였을 
경우와 비교해 보았다. 

 
재료 및 방법 

1. 세포 배양 

WI38VA13 (lung normal cell line)과 A549 (lung cancer cell 
line) 세포를 한국세포주은행으로부터 분양 받았다. 세포주들

을 10% FBS, 100 U/ml penicillin, 100 µg/ml streptomycin을 함
유한 RPMI 1640 또는 DMEM 배지 (JBI, Korea)로 37℃, 5% 
CO2 조건에서 각각 배양하였다. 

2. LC-sense DNA의 소량 정제 

확보한 human unigene clone set (Incyte, USA) 중 1,152개의 
클론을 발췌하여 재조합 페이지미드를 정제한 후 대장균 
(E. coli) XL-10 GOLD (Stratagene, USA)에 형질전환하였다. 
이때, 헬퍼 페이지 M13K07 (NEB nucleic acid, USA)을 미리 
감염해 놓은 숙주 대장균을 사용하였다14). 다음날, 96-웰 플
레이트에 암피실린 (최종농도 50 µg/ml)과 테트라사이클린 
(최종농도 70 µg/ml)이 함유된 2× YT 액체배지 (tryptone 16 
g, yeast extract 10 g, NaCl 10 g/1000 ml)를 웰당 1.4 ml씩 분주

한 후 transformant들을 접종하여, 37℃에서 250 rpm 조건으

로 16시간 동안 진탕 배양하였다. 충분한 양의 large circular 
(LC-) sense DNA를 얻기 위해, 배양은 3배수로 한 후 모아서 
사용하였다. 배양 상등액 3 ml을 PEG/NaCl (20% PEG 8000, 
2.5 M NaCl) 용액과 혼합한 다음, DNA 정제 킷트 (QIAprep 
96 M13 Kit, QIAGEN, German)를 사용하여 LC-sense 분자들

을 정제하였다. 조제한 LC-sense DNA들을 ethanol 침전법으

로 농축하였다. 최종농도는 0.35 µg/µl로 조정하면서, 10 µl의 
3× SSC (standard saline citrate) 용액으로 용해하였다. 농축한 
LC-sense DNA들의 양 및 순도를 1% 아가로스 겔 전기영동 
및 OD260/280nm 측정법을 통하여 확인하였다. 

3. LC-sense 칩 제작 

OmniGrid Microarrayer (Gene Machines, USA) 또는 Affy- 
metrix 417 Arrayer (Takara Shuzo, Japan)를 이용하여 LC-sense 
DNA들을 amino-silane 또는 poly-L-lysine이 코팅된 슬라이

드 글래스 (Corning, USA)의 표면에 점적하였다. 제작한 칩
을 cross-linker (Stratagene, USA)를 사용하여 300 mJ의 단파

장으로 조사한 후, 사용하기 전까지 desiccator에 보관하였다. 

4. Tm1/2 값 측정 

LC-sense DNA의 Tm1/2 (melting temperature) 값을 측정하

기 위해, CD44 antigen 유전자의 서열을 포함하는 LC-sense 
DNA 및 재조합 페이지미드를 용액 (100 mM NaCl, 10 mM 
MgCl2, 10 mM sodium PIPES) 속에서 열변성하였다. 각 DNA
를 95℃까지 가열한 후 상온까지 서냉하였다. 온도 가열은 
0.5℃/3분의 속도로 하였고, Tm1/2 값의 측정은 peltier tempe- 
rature controller가 부착된 diode array spectrophotometer (Hew- 
lett Packard, USA)로 하였다. 

5. RNA 조제 

간암 및 정상 간 조직을 PBS (phosphate-buffered saline) 
용액으로 세척한 후 잘게 절개하고 적정량의 트리졸 시약 
(TRIzol Reagent, GibcoBRL, USA)에 넣어 10분 동안 균질화 
(homogenization)하였다. 이러한 조직 및 배양세포로부터 제
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조사의 지침에 따라 total RNA를 분리하였다. Poly(A) Quick 
mRNA Isolation Kit (Stratagene, USA)를 사용하여 poly(A)+ 
mRNA를 정제한 후 target cDNA의 표식을 위한 주형으로 
사용하였다. 

6. Target cDNA 조제 및 hybridization 

Target cDNA 조제 및 hybridization 실험은 Patrick O' Brown 
박사 연구실의 protocol (http://cmgm.stanford.edu/pbrown)에 
따라 하였다. 정제한 2 µg의 poly(A)+ mRNA를 각각 Cy3-
dUTP 또는 Cy5-dUTP의 존재하에서 oligo-dT primer (5'-TTTT- 
TTTTTTTTTTTTTTTTVN-3')로 역전사하였다. 표식한 cDNA
를 칼럼 (microcon-30 column)으로 정제한 후 80 µl의 hybri- 
dization 용액 (3× SSC, 0.3% SDS)으로 재용해하였다. 표식

한 target cDNA를 100℃에서 2분간 열변성하여 DNA 칩에 
올려 놓은 후 60℃ 또는 65℃ 조건의 습윤기 (humidified 
chamber) 내에서 16시간 동안 hybridization하였다. 그 다음, 
LC-sense 칩을 2× SSC 용액으로 2분, 0.1× SSC, 0.1% SDS 
용액으로 5분,  0.1× SSC 용액으로 5분간 각 1회씩 세정하여 
건조한 후 스캐닝에 사용하였다. 

7. 데이터 수집 및 분석 

칩에 결합된 형광 강도를 GenePix 4000B scanner (Axon 
instruments, USA) 또는 Affymetrix 428 Array Scanner (Takara 
Shuzo, Japan)로 측정하였고, 수집한 이미지들을 software로 
분석하였다. 시그날 강도 (signal intensity value)는 각 spot의 
강도 중간값 (median intensity value)에서 배경 중간값 (me- 
dian background value)을 제하여 결정하였다. 발현 수치 (ex- 

pression value)는 하나의 multiplicative normalization factor로 
정상화하였고, 이를 모든 Cy5/Cy3 비율에 적용하였기에 me- 
dian normalized Cy5/Cy3 값은 1.0이 되었다. 

8. LC-sense DNA의 대량 정제 

확보한 human unigene clone set (Resgene Genetics, USA) 중 
204개의 클론을 발췌하였다. 헬퍼 페이지 M13K07을 미리 
감염해 놓은 숙주 대장균에 재조합 페이지미드를 형질전환

한 후, 암피실린 (최종농도 50 µg/ml)을 함유한 고체배지로 
37℃에서 16시간 동안 배양하였다. 다음날, 형성된 single 
colony를 100 ml의 LB 액체배지 (50 µg/ml 암피실린, 70 µg/ 
ml 카나마이신 함유)에 접종하고, 37℃에서 16시간 동안 배
양하였다. 배양액을 6,000 rpm으로 10분간 원심분리한 후 얻
어진 약 100 ml의 배양 상청액에 20 ml의 PEG/NaCl (20% 
PEG 8000, 2.5 M NaCl)을 첨가하고 상온에서 10분간 배양하

였다. 이후 자체적으로 개발한 반자동 정제 장치를 사용하여 
LC-sense DNA를 대량 정제하였다. 정제한 LC-sense DNA들

을 ethanol 침전으로 농축한 후 양 및 순도를 확인하기 위해 
1% 아가로스 겔 전기영동 및 OD260/280nm 측정법을 수행하

였다. 
 

결  과 

1. 재조합 박테리오페이지 시스템을 이용한 LC-센스 

DNA의 소량 조제 및 LC-sense 칩 제작 

M13 페이지미드는 F1 복제개시점 (replication origin)을 가
져, 이를 헬퍼 페이지와 동시에 대장균 숙주세포에 감염하여 

Fig. 1. A schematic diagram for production of single stranded LC-sense DNA. A cDNA of target gene is cloned into the multiple cloning
site of a M13 phagemid vector. This construct allows the rescue of a single stranded LC-sense DNA of the target gene when superinfected 
with a M13 helper phage, M13KO7. 
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배양하면, 배양 상청액에 존재하는 M13 박테리오페이지로부

터 LC-sense DNA를 정제할 수 있다 (Fig. 1). LC-sense 분자

의 경우, 단가닥 구조를 형성하므로 상보적 핵산체에 높은 
결합 친화력을 가지며, 대장균 숙주세포의 배양을 통해 저비

용으로 생산될 수 있다. 이러한 측면들은 LC-sense 분자를 
DNA 칩 제작용 probe DNA로 이용함에 있어 장점으로 작용

할 수 있을 것으로 기대하였다. 그 유용성을 검증하기 위하

여 먼저, F1(+) origin을 가지는 M13 페이지미드 벡터에 인간 
cDNA가 cloning되어 있는 1,152개의 unigene clone들을 선

별한 후 LC-sense DNA를 조제하였다. 이를 위하여, 재조합 
페이지미드를 헬퍼 페이지가 미리 감염된 대장균 숙주세포

에 형질전환하였다. 획득한 transformant들을 96-웰 플레이트

의 각 웰에 분주해 놓은 액체배지에 접종한 후 종야 배양하

였다. 배양 상청액으로부터 LC-sense DNA를 96개 단위로 정
제한 후 칩 제작을 위해 최종농도가 0.35 µg/µl가 되도록 조
정하였다. 농축한 LC-sense DNA들을 아가로스 겔 전기영동

을 통하여 확인하였다 (Fig. 2). Microarrayer를 사용하여 1,152 
종류의 LC-sense DNA들을 silane을 코팅한 glass slide의 표
면에 점적 (spotting)함으로써 LC-sense 칩을 제작하였다. 

2. Tm1/2 값 측정에 의한 LC-sense DNA의 단가닥 구조 

확인 

LC-sense DNA의 적정 혼성화 온도 (optimal hybridization 
temperature)를 예측하기 위하여 Tm1/2 값을 측정하였다. 이

를 위하여 CD44 antigen 유전자 서열을 함유하는 LC-sense 
DNA 및 대조군으로서 상보적 이중나선 구조를 가지는 재조

합 페이지미드를 이용하였다. 서서히 온도를 올리면서 260 
nm에서의 흡광도를 측정한 결과, 이중나선 형태의 재조합 
페이지미드의 경우 87℃ 부근에서 변성에 의해 흡광도 변화 
(chromatic change)를 나타내었고 (Fig. 3A), LC-sense DNA는 
54℃ 부근에서부터 완만한 경사를 나타내는 흡광도 변화를 
보였다 (Fig. 3B). 이러한 Tm1/2 값의 감소는 LC-sense DNA
가 단지 짧은 영역에서 분자내 두가닥 (intramolecular duplex) 
을 형성하는 단가닥의 환형 분자임을 나타낸다. 본 결과를 
기초로, 제작한 LC-sense DNA가 단가닥의 phage genomic 
DNA임을 확인하였으며 나아가 적정 혼성화 온도범위의 설

정에 지침이 되었다. 

3. LC-sense 칩을 이용한 간암 조직에서의 차별적 유

전자 발현 프로파일 조사 

DNA 칩 실험에 있어, 정제한 RNA의 순도는 우수한 결

C                                           C

Fig. 2. High-throughput production of LC-sense DNA in a small
quantity. 1,152 transformants with recombinant phagemids were
incubated and infected with M13 helper bacteriophages in a 96-
well format for large-scale production of LC-sense molecules in a
small quantity. After purification, LC-sense molecules were run
on a 1% agarose gel to test their quantity and quality. C; control
LC-sense DNA without insert sequence. 

Fig. 3. Melting temperature profiles for double stranded pha-
gemid molecules and LC-sense molecule. Absorbance was moni-
tored at every 0.5℃ increment in a 3 min interval while tempe-
rature was raised from 30℃ to 95℃. A. Tm1/2 profile of double 
stranded phagemid containing the CD44 antigen insert. B. Tm1/2
profile of LC-sense molecule, containing the CD44 antigen sense 
insert sequence. 

B

A
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과의 획득여부를 결정할 수 있는 중요한 요소이다. 따라서, 
LC-sense 칩을 이용하여 차별적 유전자 발현 프로파일 (di- 
fferential gene expression profile)을 얻기에 앞서, 조제한 간 
정상 및 간암 조직 유래 poly(A)+ mRNA의 순도를 먼저 확
인하였다. 이를 위하여, 상용 cDNA chip (Genomic Tree Inc., 
Korea)을 사용하였다. 간 정상 및 간암 조직으로부터 조제

한 poly(A)+ mRNA 로부터 Cy3-dUTP 또는 Cy5-dUTP 표식 
cDNA를 각각 합성하여 혼합한 후, 65℃에서 cDNA 칩과 
hybridization하였다 (결과 미제시). 본 실험을 통하여 깨끗한 
스캐닝 이미지를 얻을 수 있었기에, 조제한 RNA의 순도에

는 문제가 없음을 확인할 수 있었다. 다음으로, 제작한 LC-
sense 칩을 사용하여 간 정상조직에 비해 간암 조직에서 차
별적 발현을 나타내는 유전자 프로파일을 조사하였다. 간 정
상 및 간암 조직 유래 poly(A)+ mRNA로부터 target cDNA를 
조제한 후 LC-sense DNA 칩과 60℃ 조건에서 hybridization
하였다. 그 다음 LC-sense DNA 칩을 스캐닝한 후 소프트 웨
어로 분석하였고 (Fig. 4A), 획득한 데이터는 log2 변형 (trans- 
formation) 후 스캐터 플롯 (scatter-plot)을 하였다 (Fig. 4B). 
중간값 총계가 200 이하인 유전자들은 후속 데이터 프로세

싱에서 제외하였다. 그 결과, 1,152개의 유전자 중 29개 (약 
2.5%)가 간암 조직에서 상향조절 (up-regulation)되고 있음을 
알 수 있었다 (Table 1). 이 중, CD44 antigen15), IMP (inosine 
monophosphate) dehydrogenase 216), Multiple endocrine neoplasia 
I17) 등은 이미 간암 관련 유전자로 보고된 바 있다. 이와 반
대로 간암 조직에서 하향조절 (down-regulation)되는 6개 (약 

0.5%)의 유전자 또한 탐색할 수 있었으며 (Table 2), 이들 중 
Fibrinogen-like 1 유전자는 ATL (adult T cell leukemia) 세포에

서 하향조절되는 것으로 보고되었다18). 이러한 결과들은 LC-
sense 분자가 대규모 유전자의 차별적 발현 프로파일을 얻기 
위한 칩 제작용 probe DNA로서 유용성을 가짐을 증명해 주
었다. 

4. LC-sense DNA의 대량 정제 

DNA 칩을 양산하기 위해서는 탐침 DNA의 대규모 대량 
정제 공법이 수립되어야 한다. 이를 위하여 반자동 정제 장
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Fig. 4. Differential gene expression profile between a pair of liver cancer and normal tissue. Cy3-dUTP or Cy5-dUTP-labeled target 
cDNAs were mixed together and hybridized to a LC-sense chip. After hybridization, the chip was washed, scanned by scanner, and
analyzed by software. The data were then scatter-plotted. A: Scanned image of the LC-sense chip. PMT value for Cy3 and Cy5 was 450 
and 500, respectively. B: Scatter-plot for expression profile. Expression profile is shown as bivariate scatter plot from a LC-sense array 
tested. Each spot was scatter-plotted after log2 transformation according to their intensities. 

1              2             3 

Fig. 5. An example of production of a LC-sense molecule in a 
large quantity. A transformant with a recombinant phagemid was 
seeded in 100 ml of 2× LB liquid media and then cultured for 14 h
at 37℃ with constant agitation. The LC-sense molecule was ob-
tained from 100 ml of the culture supernatant containing recom-
binant bacteriophages using a specially designed semi-automatic 
purification instrument. After preparation, LC-sense molecules were
run on a 1% agarose gel and photographed under UV light for their
quantitation and quantification. Lane 1, LC-sense molecule pro-
duced in a large quantity (40 ng), lane 2, LC-sense molecule pro-
duced in a large quantity (30 ng), and lane 3, LC-sense molecule 
produced in a small quantity (32 ng). 
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치를 자체적으로 개발한 후, LC-sense DNA의 대량 정제를 
시도하였다. 본 장치는 크게 96개-정제 칼럼, 최대 30 ml 또
는 100 ml 용량의 분주기, vacumn manifold 부분으로 고안하

였다. 재조합 페이지미드를 숙주 대장균에 형질전환한 후, 
형성된 single colony를 100 ml의 LB 액체배지에서 배양하였

다. 정제 장치를 사용하여 배양 상청액으로부터 LC-sense 
DNA를 대량 정제한 후 1% 아가로스 겔 전기영동 및 OD 
값 측정을 통하여 양 및 순도를 확인하였다 (Fig. 5). 그 결
과 100 ml의 배양 상청액으로부터 200 µg의 LC-sense DNA

를 얻을 수 있었다. 

5. LC-sense DNA와 증폭된 cDNA의 감도 비교 

DNA 칩 제작용 탐침 DNA로서 LC-sense 분자는 단가닥 
환형 구조를 가지므로, 두 가닥의 cDNA보다 높은 반응 감
도를 가질 것으로 예상하였다. 이를 확인하기 위하여, 동일

한 204개의 유전자들에 대한 LC-sense DNA 및 cDNA가 동
일한 실험조건에서 나타내는 시그날 강도 (signal intensity)를 
비교해 보았다. 먼저, 상기의 과정과 같이 배양 상청액으로

Table 1. 간암 조직에서 상향조절 (2배 이상)된 유전자 목록 

Gene Name Accession No. Ratio of Median 

CD44 antigen (homing function and Indian blood group system) X66733 6.3 

Cytochrome P450, subfamily IIE (ethanol-inducible) J02843 6.1 

Transcription elongation factor A (SII), 1  5.8 

IMP (inosine monophosphate) dehydrogenase 2 J04208 5.5 

ESTs, Weakly similar to KIAA0206 [H.sapiens] AI193075 5.6 

Human skeletal muscle 1.3 kb mRNA for tropomyosin AI797037 4.8 

KIAA0701 protein AI797037 4.8 

mRNA for transcription elongation factor S-II, hS-II-T1 NM_003195 5.2 

Deafness, autosomal dominant 5 AF073308 5.1 

KIAA1037 protein AI383628 4.8 

KIAA0375 gene product  AB002373 4.5 

Prefoldin 5 AA287397 4.2 

KIAA0710 gene product AB014610 4.1 

Paired-like homeodomain transcription factor 1 U70370 4.3 

Retinal outer segment membrane protein 1  L07894 4.4 

ESTs Z39419 3.8 

MYC-associated zinc finger protein (purine-binding transcription factor) M94046 3.6 

Ubiquitin-conjugating enzyme E2L 3 AJ000519 4.1 

Novel human gene mapping to chomosome 1 AL040438 3.9 

Homo sapiens clone 24421 mRNA sequence AF070641 3.9 

Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp566J2146 AL050081 3.5 

Chromosome condensation 1-like NM_001268 3.5 

KIAA0902 protein AB020709 2.9 

Multiple endocrine neoplasia I Y12338 2.7 

Protein tyrosine kinase 9-like (A6-related protein) AI188660 2.6 

ESTs, Weakly similar to ORF YOR150w [S. cerevisiae] AI129433 2.4 

Transcription elongation factor B (SIII), polypeptide 2 AW327285 2.4 

Calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase 2, beta AI026833 2.4 

Cofactor required for Sp1 transcriptional activation, subunit 9 AA665998 2.1 
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부터 LC-sense DNA를 96개 단위로 대량 정제한 후 ethanol 
농축을 하였고, 칩 제작을 위해 최종농도가 0.35 µg/µl가 되
도록 조정하였다. Microarrayer를 사용하여 204종류의 LC-
sense DNA들을 poly-L-lysine을 코팅한 glass slide의 표면에 
점적함으로써 LC-sense chip을 제작하고, 동일한 유전자들에 
대한 cDNA들이 동일한 농도로 점적되어 있는 Takara Shuzo
사의 상용 cDNA 칩 (IntelliGene Human Cancer Chip Version 
4.0, 890종 유전자)을 준비하였다. WI38VA13 (폐 정상 세포주) 
및 A549 (폐암 세포주) 유래 total RNA로부터 target cDNA
를 조제하여 혼합한 후, LC-sense 칩 및 cDNA 칩과 65℃ 조
건에서 hybridization하였다. 두 종류의 칩을 스캐닝한 후 동
일한 204개의 유전자에 대하여 스캐터 플롯 분석을 한 결과, 
LC-sense DNA들이 cDNA에 비해서 높은 시그날 강도를 가
짐을 확인할 수 있었다 (Fig. 6). 이 결과는 단가닥 구조의 
LC-sense DNA가 두 가닥의 cDNA 보다 높은 반응 특이성

을 가진다는 사실을 암시해 준다. 

 
고  찰 

 
DNA 칩 기술을 이용한 유전자 발현 프로파일의 대량 분

석은 세포 생리의 체계적 분석을 위한 선도 기술로 대두되

었다19). 본 기술은 현재 유전자 발굴20), 질병 진단21), 약제 
개발22), 독성 연구23) 등의 다양한 목적에 응용되고 있다. 지
금까지는 이러한 목적을 위해 일반적으로 올리고뉴클레오티

드24~26) 또는 cDNA 라이브러리로부터 증폭한 PCR 산물27)을 
유리 표면에 점적하여 왔다. 

본 연구에서는 LC-sense 분자를 탐침 DNA로 이용하는 새
로운 형태의 DNA 칩을 고안하였으며, 유전자의 발현 비교 
연구를 위한 동 분자들의 유용성을 검증하였다. 먼저 DNA 
염기서열을 알고 있는 1,152개의 유니진 cDNA를 가진 재조

합 페이지미드들을, 헬퍼 페이지가 미리 감염된 대장균 숙주

세포에 형질전환하였다. 다음으로 각 클론 유래의 LC-sense 
DNA들을 96개 단위로 배양 상청액으로부터 소량 정제한 후 

Table 2. 간암 조직에서 하향조절 (2배 이상)된 유전자 목록 

Gene Name Accession No. Ratio of Median 

Transmembrane protease, serine 2 U75329 0.48 

Fibrinogen-like 1 N92944 0.42 

Human gene isolated from PAC 272L16, chromosome 1 AL023754 0.35 

CASP2 and RIPK1 domain containing adaptor with death domain AA811130 0.35 

Ariadne hom AL040708 0.35 

NADH dehydrogenase (ubiquinone) flavoprotein AW250734 0.29 
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Fig. 6. Comparison of signal intensities of LC-sense DNA with amplified cDNA products. Cy3-dUTP or Cy5-dUTP-labeled target 
cDNAs were mixed together and hybridized to a LC-sense chip (A) or a cDNA chip (B). After hybridization, the chips were washed and 
scanned by scanner and analyzed by software. Each spot was scatter-plotted after log2 transformation according to their intensities. 
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그 농도가 0.35 µg/µl가 되게 농축하였다. 이 방법으로 칩 제
작을 위한 1,152개의 탐침 DNA들을 고속으로 쉽게 얻을 수 
있었다. 한편, 탐침 DNA에 대한 어레이 기질 (array subst- 
rate)로서는 poly L-lysine이나 amino-silane 등을 사용할 수 
있는데, 이러한 기질들을 유리 표면에 코팅하면 핵산체의 고
정성을 강화할 수 있다28). 본 연구를 통하여, LC-sense DNA
가 상기 2종류의 어레이 기질 모두에 이용될 수 있음을 확
인하였다. 

Tm1/2 값 분석을 통해 LC-sense DNA의 적정 혼성화 온도

가 60℃ 부근임을 예측할 수 있었다. PCR 산물을 탐침 DNA
로 이용하는 cDNA 칩의 hybridization은 전형적으로 65℃ 조
건에서 수행한다. 이러한 차이점은 LC-sense DNA가 PCR 산
물과는 다른 단가닥의 구조를 가진다는 사실을 반증해 준

다. 이어서, 간 정상 및 간암 조직으로부터 정제한 poly(A+) 
RNA의 순도를 검정한 후 target cDNA를 조제하였고, 이를 
LC-sense 칩과 hybridization하였다. 이때 표식 물질로는 보

편적으로 사용되고 있는 Cy3-dNTP와 Cy5-dNTP 형광 염색

제를 이용하였다. Hybridization 후 비결합 또는 비특이적 시
그날을 제거하기 위해, LC-sense 칩을 반복하여 세정하였다. 
소프트웨어에 의한 스캐닝 분석 결과 1,152개의 유전자 중 
29개가 간암 조직에서 상향조절되고, 6개가 하향조절되고 있
음을 알 수 있었다. 각 유전자 산물의 기능을 기준으로 분석

한 결과, 상향조절되는 29개의 유전자 중 12개는 새로운 기
능 (novel function)을 가지는 것이었다. 기존의 연구결과를 
바탕으로 기능이 알려진 17개의 유전자들을 기능 범주 (func- 
tional category) 별로 분류한 결과, 4개는 세포신호 전달 (cell 
signaling)에, 1개는 세포 구조 (cell structure)에, 2개는 대사 
(metabolism)에, 6개는 핵내에서의 전사 (transcription)에, 그

리고 4개는 상기 4종류의 범주에 들지 않는 기타 기능에 관
여하는 것임을 알 수 있었다. 특히, CD44 antigen15), IMP (in- 
osine monophosphate) dehydrogenase 216), Multiple endocrine 
neoplasia I17) 등은 이미 간암 관련 유전자로 보고된 바 있다. 
하향조절되는 유전자 중 3개는 새로운 기능을 가졌으며, 기
능이 알려진 유전자들은 세포 성장, 세포 유동 (cell motility), 
그리고 대사에 각각 관여하는 것이었다. 이 중 Fibrinogen-
like 1 유전자는 ATL (adult T cell leukemia) 세포에서 하향조

절되는 것으로 보고되었다18). 
탐침 DNA로서 올리고뉴클레오티드 또는 PCR 산물을 조

제하는 과정을 분석하여 보면 여러 가지 문제점들을 발견할 
수 있다. 예를 들면, 수천 또는 수만 개의 수식 올리고 (mo- 
dified oligonucleotide)를 조제하기 위해서는 사전에 서열 정
보를 반드시 알고 있어야 하며, 고가의 생산 비용이 수반되

며, 또한 각 유전자마다의 목적부위 설정, 합성, 제염, 칼럼 
정제, 농축, 수식 등으로 구성되는 복잡한 단계들을 거쳐 많
은 시간 및 비용을 소모하여야 한다. 또한, 한 종류의 올리고

뉴클레오티드로 얻은 연구결과의 낮은 신뢰성을 극복하기 
위하여, 동일 유전자에 대해 여러 개의 분자를 고안해야 하
는 문제점도 가진다. PCR 산물의 경우도, 플라스미드 정제, 
Taq 중합 효소 (Taq polymerase)에 의한 증폭 및 PCR 산물의 
정제 등 번거로운 과정들을 거쳐야 한다. 이러한 과정들은 
고비용을 수반할 뿐만 아니라 소량 제작만이 가능하여, 많은 
수의 탐침 DNA를 제작할 경우 균일한 DNA 농도를 확보하

기가 어렵다. 또한 이중나선 DNA 구조를 가지므로, hybri- 
dization을 위해 변성과정을 거쳐야 하는데, 이 경우 상보적 
DNA 가닥의 재결합 (renaturation)으로 인하여 표식된 타겟 
cDNA의 결합강도 (sensitivity)가 현저히 저하될 가능성이 높
다. 반면에, LC-sense 분자는 칩 제작용 탐침 DNA로서 많은 
잇점을 가질 수 있다. 첫째, 대장균과 같은 형질전환체의 배
양을 통해 빠른 속도로 대량 생산될 수 있다. 둘째, 페이지미

드 벡터는 다양한 크기의 sense insert을 수용할 수 있으므로 
LC-sense DNA의 크기는 3,000~8,000 염기에 이른다. 올리

고뉴클레오티드에 비해 훨씬 넓은 영역에서 taregt mRNA와 
결합할 수 있으므로 시그날 강도 (signal intensity)를 높일 수 
있다. 단, 길이가 길어짐으로써 감도가 증가되는 반면에 SNP 
분석으로의 응용은 힘들다는 단점도 가진다. 셋째, LC-sense 
분자를 이용할 경우에는 장시간을 요하는 목표부위 설정을 
하지 않아도 된다. 올리고뉴클레오티드의 경우처럼 유전자 
서열에 대한 사전정보가 필요치 않으므로, 쉽게 제조할 수 
있고, 효율적인 결합을 위한 시간과 비용을 대폭 절감할 수 
있다. 넷째, LC-sense DNA는 대장균 숙주세포의 합성 교정 
능력 (proof reading capability)을 가진 DNA polymerase에 의
해 세포내에서 복제되므로, 높은 복제 충실도를 가지게 된다. 
다섯번째, LC-sense 분자는 올리고뉴클레오티드와 PCR 산물

보다 저비용으로 제조될 수 있다. 마지막으로, LC-sense DNA
의 모체는 M13 페이지미드 벡터이므로, 수천 또는 수만개 
유전자 유래의 LC-sense DNA library를 신속하게 제작할 수 
있다. 즉, 비정상 세포 또는 조직으로부터 특정 질병에 관한 
특이적인 cDNA library를 구축한 후 각 클론들에 대한 LC-
sense DNA를 대량 생산함으로써, 미지유전자를 포함하여 
질병 관련 유전자 군을 효율적으로 탐색할 수 있다. 또한, 유
니진 클론들을 이용함으로써 각 질병들에 대한 다양한 발현 
양상 (expression profile)을 동시에 얻을 수도 있다. 

상기한 바와 같이, LC-sense DNA는 칩 제작을 위한 탐침 
DNA로서 다양한 장점들을 가진다. 향후 대규모 유전자들에 
대한 대량 정제 시스템을 개발하고, 기존 탐침 DNA와의 정
량적 감도 비교 및 결과의 재현성을 추가적으로 확인한다면, 
생산가격의 절감과 더불어 LC-sense DNA의 실용적 이용성

을 향상시킬 수 있을 것이다. 
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