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국문초록

신경능선 세포 (neural crest cell)

발달 과정에서의 UTX의 역할

이윤영

서울대학교 대학원

약학과 약물학전공

UTX는 가부키 증후군의 주요한 돌연변이 유전자 중 하나로 알려져 있

으며, 가부키 증후군은 신경능선 세포(Neural crest cell: NCC) 발달

과정에서의 결함에 의해 나타나는 심장 결함, 청력 상실, 지적 장애, 특

이한 얼굴 표현형 등의 여러 가지 표현형을 가지고 있다. 이러한 가부키

증상은 배아 발생 단계 중 신경능선 세포의 분화에 문제가 생겨 기인한

다고 예상해 볼 수 있다. 신경능선 세포는 척추동물 배아의 발달과정에

서 여러 세포조직 형성에 관여하는 다능성 이동 세포 집단이다. 신경관

유도 (crest induction), 계통 결정 (lineage decisions), 특정 세포

유형으로의 분화에 이르기까지 신경능선 (Neural crest) 발달의 여러

단계를 제어하는 전사 인자와 신호 분자에 대한 연구는 비교적 잘 알려

져 있다. 그러나 신경능선 세포의 여러 발달 단계에서 작용하는 표적 유

전자 발현을 조절하는데 있어서 후성 유전적 조절 인자의 중요성에도 불

구하고 이에 대한 연구는 아직 많이 진행되지 않았다.

본 연구에서는 신경능선 세포 발달 과정에서 H3K27 demethylase

인 UTX가 어떤 역할을 하는지 밝히고자 하였다. Chick 배아에 전기



천공법(In ovo Electroporation)으로 유전자를 도입하는 실험과 단백

질 복합체 면역침강 실험(CO-IP)을 통해 UTX가 신경능선 세포 분화

의 주요 전사인자인 FoxD3와 상호 작용한다는 것을 발견했다. 또한

UTX가 Neuro2a 세포에서 슈반세포 전구체의 초기 결정 인자인 지방

산 결합 단백질 7 (Fabp7) 와 myelin protein zero (P0) 프로모터

의 활성을 활성화시키는 Sox10 및 FoxD3의 보조 인자로서 기능한다

는 것을 밝혀내었다. 생쥐 모델의 신경능선 세포 발달과정에서 UTX의

기능을 규명하기 위해 Wnt1-Cre를 사용하여 신경능선 세포에서 UTX

를 특이적으로 제거하고, 배아 발달에 어떤 형태학적 표현형이 있는지를

조사한 결과, 뼈 골격의 이상, 얼굴 형태의 결함 등의 표현형을 관찰하

였다. UTX에 의해 조절 받는 유전자 발현 양상을 연구함으로써 신경능

선 세포 분화에 영향을 미치는 분자 메커니즘을 밝혀내고, 생쥐 배아의

발달과정에서 나타나는 형태적 표현형에 대해 추가적으로 연구를 진행

할 예정이다. 이 연구를 통해 신경능선 세포 발달에 UTX가 어떻게 기

능하는지에 대한 분자 메커니즘을 규명하고 이를 바탕으로 비정상적인

신경능선 세포 발달로 인한 질병을 치료하거나 개선하는 새로운 치료법

개발의 가능성을 제공하고자 한다.

주요어: 신경능선 세포(NCC), 배아 발달과정, 표현형, UTX, FoxD3,

Sox10

학번: 2015-23188
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I. 서론

가부끼 증후군(Kabuki syndrome)이란 드문 유전성 질환으로 가부키

증후군 환자 대부분이 일본의 가부키 배우 얼굴 모습을 닮았다고 하여

그 이름이 지어졌다. 가부끼 증후군 환자들의 대부분은 독특한 얼굴의

이상을 가지고 있으며, 발달 지체, 비정상적으로 짧은 키 및 행동 이상,

정신 지체를 동반하는 경우도 있다. 또한 심장 결함, 청력 장애, 골격계

이상 등의 증상을 보이는 경우도 있다. 가부끼 증후군의 주요 원인 유전

자는 KMT2D (MLL4) 와 KDM6A (UTX)로 알려져 있는데 환자의

40-80% 정도에서 MLL4 유전자의 변이가 관찰되었다고 보고 되어있

다. MLL4 유전자는 배아형성과 발달을 조절하는 히스톤 메틸 전이효소

(histone methyltransferase) 역할을 하며 12번 염색체에 위치해 있

는 유전자이다. 또한 환자 중 10% 정도 에서는 X염색체 상에 위치하는

KDM6A 유전자의 소실이 관찰되었다. KMT2D (MLL4)와 KDM6A

(UTX)는 함께 유전자 발현을 조절하는 것으로 보이나 이 두 유전자의

돌연변이가 어떻게 장애와 그와 관련된 증상을 일으키는지를 확인하기

위해서는 더 많은 연구가 필요하다. KDM6A는 UTX (Ubiquitously

transcribed tetratricopeptide repeat X 염색체) 로 알려진, 라이신

특이적인 탈 메틸 효소이며, 히스톤, 특히 H3K27의 라이신 잔기의 탈

메틸화와 관련되어 있으며 UTX 유전자의 JmjC 부분이 탈메틸화 작용

을 하는 것으로 알려져 있다. 이로 인해 유전자 억제가 가능하며 세포

대사의 잠재적인 조절 수단으로 이용된다. UTX는 H3K27me3의 탈메

틸화에서 특이적인 촉매 활성을 나타내지만, UTY는 동일한 분석 조건

하에서 불활성을 나타낸다. UTX는 Hox 유전자 활성화에 중요한 역할

을 하며 특히 제브라 피쉬 배아에서의 발달에 영향을 미친다는 연구 결

과는 많이 보고되어 왔다. 그러나, 신경능선세포 (neural crest cell,

NCC)의 발달과정에서 UTX의 기능과 역할은 아직 많이 알려지지 않
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아 연구가 필요한 실정이다.

신경능선 세포는 신경 외배엽으로부터 기인하며 배아 발생 과정 중에서

신경관의 형성과 함께 생성되어 배 쪽으로 이동하는 세포군을 지칭하며

이동성은 이 세포의 특성을 구분 짓는 매우 중요한 요소 중 하나이다.

신경능선 세포는 생성된 위치에서부터 체내의 다양한 조직과 기관이 생

성되는 곳으로 이동하며 전신에 걸쳐 분화가 이루어지게 된다. 이들은

BMP, Wnt 등의 국소 분비인자에 의한 신경능선 세포 분화 결정 이후

에 획득되는 이동능력의 영향을 많이 받는 것으로 알려져 있어 생물학적

기능에 대해 주목하고 있다. 신경능선 세포의 이동능력과 관련하여 다양

한 연구가 시도되고 있는데 Pax3, Pax7, FoxD3, Snail 및 Sox

family와 같은 이동 전후의 신경능선세포를 구분하기 위한 유전인자 및

단백질들이 밝혀지고 있으나 아직 정확한 기전이나 그 역할에 대해서는

연구가 부족하다. 전사인자 중 하나인 Pax3는 주로 신경판 가장자리에

서 작용하며 신경능선 세포 발달 과정 중 초기단계에서 발생하는데 신경

판이나 표피가 되는 현상을 방지하는 작용을 하기도 한다. 신경능선 예

정자라고 불리는 전사인자로는 FoxD3와 Sox9,10 등이 있는데 FoxD3

는 Snail과 같이 신경상피세포가 신경능선세포로 분화 하도록 유도하는

기능을 한다. Sox9는 분층 후 몸통을 이루는 신경능선 세포의 생존에

필요하다고 알려져 있으며 Sox10은 신경능선 세포의 분층뿐만 아니라

수많은 신경능선계보의 분화에 필수적임 인자이다.

본 연구에서는 가부키 증후군의 주요 유전자인 UTX가 가부키 증후군

에 의해 나타나는 표현형이 발생되는 과정 중에 관여를 할 것이라고 생

각하고, UTX가 신경능선 세포 분화 과정에 작용하는 여러 단백질과 상

호작용 하여 비정상적인 발달을 야기한다고 가정하고 실험을 진행하였

다. mouse 와 chick과 같은 동물 모델을 이용한 in vivo 실험과 cell

을 통한 in vitro 실험을 병행하였다. In vitro 실험으로는 세포에

UTX와 신경능선 세포에 관여하는 전사인자 유전자를 처리하여 단백질

간의 결합과 활성화 정도를 확인하였고, in vivo 실험을 통해서는 UTX
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가 신경능선 특이적으로 결여된 mouse에서 나타나는 여러 형태적 표현

형을 관찰하였다. 또한 chick 배아를 통해 UTX를 주입하여 신경능선

세포 발달과 관련된 인자들의 발현 양상의 변화를 확인하였다.

전체적으로 본 연구 결과는 신경능선 세포 분화 발달 과정에서 UTX와

같은 후성 유전 인자 연구의 중요성을 시사하고 나아가 희귀 질병 치료

제 개발 가능성을 제기한다.
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Ⅱ. 실험재료 및 방법

1. DNA construct

HA가 표지되어 있는 pCS2 벡터에 Chick FoxD3를 클로닝 하여

ckFoxD3-HA/pCS2를 만들었다. 3flag와 6myc이 표지되어 있는

pCS2 벡터에 human UTXwt 과 UTXmt (탈메틸화 기능을 상실한

UTX construct)를 클로닝 하여 hUTXwt/mt-3flag-6myc/pCS2를

만들었다. UTX가 Knockdown(K.D)된 construct 인

shRNA-human UTX는 OSHU로부터 받았다.

2. 전기 천공법(In ovo Electroporation)과

면역조직 화학 염색(Immunohistochemisrty)

2일간 37℃에서 배양한 Chick 배아의 spinal cord에 전기 천공법(In

ovo electroporation)으로 DNA를 주입하고 37℃에서 48시간 더 배

양시킨 후 자란 chick embryo들을 4℃ 방에서 2 시간 동안 4 %

PFA (paraformaldehyde)로 고정시킨 다음 1X PBS에서 하루 동안

놔두었다. 그 다음 4℃ 방의 rotator에서 2 시간 동안 30 % sucrose

로 옮겨 넣어 두었다가 OCT (frozen section compound, Leica)에

넣어 동결보존하고 면역조직 화학 염색 (immunohistochemistry) 또

는 in situ hybridization을 위해 -20 ℃에서 Leica cryostat를 이용

하여 조직을 절단하였다. 면역 조직 화학적 분석을 위해 조직을 12

㎛~14㎛ 두께로 절단하여 염색을 진행하였다. Mouse의 경우 특정 단

계의 배아를 수집하고 이전에 설명한대로 chick 배아와 유사하게 가공

하였다. 면역 조직 화학 염색을 위해 다음 항체를 사용 하였다.
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ms anti-HA(Covance), ms anti-myc(sigma),

ms anti-Pax3 (sigma), ms anti-Pax7(sigma),

rb anti-UTX(Cell Signaling), rb anti-Slug(Abcam),

rb anti-Sox10(Abcam), rb anti-laminin(Abcam),

rb anti-Isl1&2(sigma), ms anti-HNK1(sigma)

3. 실험동물 (Mouse genetics)

본 연구를 위해 Wnt1-cre, UTX flox/flox 계통의 mouse를 사용 하

였다. 이 mouse는 Jackson Lab 으로 부터 받았다. 유전자 확인을 위

한 프라이머 서열을 이용해 PCR을 통해 유전자형을 확인하였다.

UTX flox 프라이머

forward: 5’-TCTGGTATAGATTTTGGCTAA-3’

and reverse: 5’-CTGTAATCTCTGCTGATACAA-3’

Wnt1-cre 프라이머

forward: 5’-TAAGAGGCCTATAAGAAGCGG-3’

and reverse: 5’-TTTTGGTGTACGGTCAGTAAATTG-3’

4. 골격계 염색법 (skeletal staining)

E14.5 단계 mouse embryo의 피부를 벗기고, 장기와 지방을 떼어낸

후 embryo 전체를 95% 에탄올에 2일간 두고 고정시켰다. 그 다음

100% 아세톤에 하루 동안 두고, 0.015% Alcian Blue 시약으로 1-2

일 동안 뼈를 염색한 후 0.005% Alizarin Red 에 하루 동안 두고 연

골 등을 염색하였다. Embryo가 투명해질 때까지 1% potassium
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chloride에 넣어두었다가 완전히 투명해지면 100% glycerol에 옮겨

보관하고, Nikon dissection 현미경으로 관찰하였다.

5. H&E 염색법

Mouse embryo의 머리 부분을 E17.5 단계에서 수확하여 4% PFA

(paraformaldehyde)에 5시간 고정 시킨 후 OCT (frozen section

compound, Leica)에 넣어, 16 ㎛로 저온 section 하였다. 이때 관상

면 (coronal plane)으로 절단하였고, 이 조직을 hematoxylin과

eosin 으로 염색한 후, Zeiss 현미경으로 관찰하였다.

6. 면역 침강법 (Co-immunoprecipitation :CO-IP)

Myc 이 표지된 UTX와 HA가 표지된 FoxD3의 결합을 관찰하기 위

하여 HEK293T 세포를 10cm dish에 깔고, 하루 동안 배양한 후

DNA를 형질도입 하였다. 형질 도입된 HEK293T 세포를 수확하여 전

체 세포 용해물에 anti-HA 항체를 넣고 4℃에서 2시간 배양, 면역 침

강 후 항원-항체 결합체를 단백질 G-agarose와 4℃에서 하룻밤 배양하

였다. 2X SDB(sample dilution buffer)에 용해시켜 끓는 물에 5분

간 반응시키고 추출된 단백질을 면역화학적 방법으로 관찰하였는데

10% SDS page gel을 사용하여 전기 완충액 내에서 전기영동 하였다.

전기영동이 끝난 gel은 전기영동 전달 장치를 이용하여 전이 완충액 내

에서 nitrocellulose 지에 단백질을 전이시키고 관찰하려는 단백질에 대

한 1차 항체(anti-myc)와 반응 시킨 후 이어서 2차 항체 (anti-HA)

와 반응시키고 odyssey 시스템을 이용하여 발색하였다.



- 9 -

7. In situ hybridization

In situ hybridization은 형태학적으로 보존된 세포 내 DNA 또는

RNA의 특정 target strand에 상보적인 DNA 또는 RNA의 단일가닥

조각 (oligonucleotide probe)을 붙여 목적 미생물을 검출하는 방법이

다. Chick 배아를 HH12-13단계에서 수확하여 4% PFA

(paraformaldehyde)에 2시간 고정 시킨 후 OCT (frozen section

compound, Leica)에 넣어 굳히고, 18 ㎛로 저온 section 하였다. 배

아는 digoxigenin으로 표지된 ckFabp7 probes를 사용하여 염색하였

는데 ckFabp7 probe는 E4 단계의 chick cDNA 에서 400-500bp

사이즈로 얻어낸 Fabp7을 pBluescript 벡터에 클로닝하여 만들었다.

8. Luciferase 분석법

Luciferase 분석법은 유전자 발현 수준, 프로모터 활성 특성 등을 확

인하는 Gene regulation과 Gene modulator를 스크리닝 하는 약물

검색에 주로 이용되는 분석법으로 UTX와 FoxD3가 형질 도입된 세포

에서 Fabp7 활성도의 변화를 알아보고자 진행하였다. 10% fetal

bovine serum(FBS)과 Penicillin/streptomycin을 포함한 DMEM

(GIBCO) 배지에서 N2a (mouse neuroblastoma)세포를 48well에

24시간 동안 배양하고, Superfect(QIAGEN)를 이용해 DNA를 형질

도입하였다. actin -β- galactosidase를 형질도입 효율의 표준화를 위

해 함께 넣어주었고 공 벡터를 사용하여 DNA 총량을 동일하게 하였다.

형질도입 48 시간 후에 세포를 수확했다. 세포 추출물을 Luciferase

활성에 대해 분석하고 값을 β- galactosidase 활성으로 정규화 시켰다.

모든 형질도입은 3번 이상 독립적으로 반복되었다. 데이터는 대표 실험

으로부터 얻어진 3 개의 값의 평균으로 나타내었다. 오차 막대는 표준

편차를 나타낸다.
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Ⅲ. 실험 결과

1. UTX는 발달과정 중 척수의 신경능선 세포 발현

부분에서 신경능선 세포 전사인자와 함께 존재한다

가부키 증후군에 의해 나타나는 여러 가지 증상은 신경능선 세포가 분

화하는 과정에서 장애가 생겨 야기되는데 이 과정 중에 UTX가 관여할

것이라는 가정 하에 본 연구를 진행하게 되었다. 신경능선 세포는 신경

외배엽에서 기인하며 신경관이 발생되는 과정에서 생성되는 이동성 세포

이며, 신경관은 후에 척수가 된다. 신경능선 세포는 척수 내에 존재하고

발달과정에 따라 분포하는 위치가 달라지게 되는데 배아 발생 초기 단계

에서는 척수의 dorsal 부분에 대부분 분포하고 있다. 후기로 갈수록 신

경능선 세포는 척수 바깥으로 이동한 후 여러 갈래로 나뉘어 다양한 세

포나 조직을 이루게 된다.

본 실험에서는 배아 발달 및 가부키 증후군에서의 UTX의 역할을 이해

하기 위해, Wnt1 cre를 이용, cre-lox recombination에 의해 신경

능선 부위에서 특이적으로 UTX의 결실을 유도하는 형질 전환 mouse

를 사용하여 실험을 진행하였다.

배아에서 UTX의 발현 패턴을 확인하기 위해 WT mouse 배아 척수에

서 면역 조직 화학 염색 (immunohistochemisrty)을 시행하였다. 그

결과, mouse E8.5 와 E9.5 초기 배아 단계에서 UTX는 척수의

dorsal 영역에서 높게 발현되었으며 신경능선 세포의 전사인자인 Pax3

및 Pax7와 같이 존재하고 있는 것을 확인하였다.(Fig. 2A,B) 좀 더

후기인 E10.5 및 E11.5 단계에서는 dorsal 쪽 뿐 만 아니라 더 광범

위하게 발현하였다.(Fig. 2c). mouse 배아에서 뿐만 아니라 chick 배
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아에서도 같은 실험을 진행하여 UTX의 분포를 확인해 보았는데 특히

chick E3 및 E4 단계에서 높게 발현되는 것을 관찰하였다.(Fig. 1A,

B). E3에서는 전사인자인 Pax3와 Slug, Sox10과 같이 염색을 진행

하였는데 특히 척수의 dorsal 부분에 많이 분포하였고,(Fig. 1A) E4

에서도 비슷한 양상을 보였다.(Fig. 1B)

이로써 배아에서 UTX가 신경능선 세포에 존재한다는 것을 확인하였으

므로 다음으로 면역 조직 화학 염색법을 이용하여 신경능선 세포 전사인

자로 알려진 많은 단백질 중 UTX에 의해 조절되는 전사인자를 찾고,

전사인자 발현 양상에 어떠한 영향을 미치는 지를 알아보기 위한 추가적

인 연구가 필요하다.
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Figure 1. Expression of UTX in chick dorsal (NCC) spinal cord
by UTX co staining with NCC TFs.

(A) Co-staining of UTX with neural crest cell transcription factor

Slug, Pax3, Sox10 shows colocalized population at chick spinal cord

especially upper neural tube region.at E3

(B) Co-staining of UTX with neural crest cell transcription factor

Slug, Pax3, Sox10 shows colocalized population at chick spinal cord

especially upper neural tube region at E4

A B
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Figure 2. Expression of UTX in mouse dorsal (NCC) spinal cord
by UTX co staining with NCC TFs.

(A) Co-staining of UTX with neural crest cell transcription factor

Pax3, Pax7 shows colocalized population at mouse spinal cord

especially dorsal neural region.at E8.5

(B) Co-staining of UTX with neural crest cell transcription factor

Pax3, Pax7 shows colocalized population at mouse spinal cord

especially dorsal neural region.at E9.5

(C) Co-staining of UTX with neural crest cell transcription factor

Pax3 shows colocalized population at mouse spinal cord especially

dorsal neural region.at E10.5 and E11.5

A

B

C
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2. UTX 결여에 의해 나타나는 형태학적 표현형과 신

경능선 세포 전사 인자 발현 양상

배아 발생 단계에서 UTX가 신경능선 세포에 존재한다는 것을 확인하

고 mouse에서 가부키 증후군을 모델링하기 위해 Wnt1-Cre 도입 유전

자를 가진 조건부 UTX 대립 유전자의 신경능선 특이적 결손을 야기했

다. UTX는 X chromosome 에만 존재하기 때문에 수컷 UTX 돌연변

이가 표현형은 UTY이며 수컷 KO mouse에서는 demethylase 의존성

을 나타내는 UTX 손실을 완전히 보장할 수 없다. 대조적으로, UTX

동형 접합 암컷 mouse는 Wnt1 cre와 결합하여 완전한 UTX의 결여가

가능하다. UTXf/y Wnt1-Cre 수컷 (이후 수컷 KO mouse 는 MKO

로 약칭)은 대부분 태어나고 정상적으로 자라지만, UTXf/f Wnt1-Cre

암컷 (암컷 KO mouse는 FKO로 약칭)은 출생 후 치명적인 사망률을

나타내며 대부분이 배아단계에서 죽는 것으로 보인다. 평균적으로 FKO

mouse에서 성장지연, craniofacial 및 심장 이상 등과 같은 더 심각한

장애가 나타난다고 알려져 있다.

면역 조직 화학 염색 (immunohistochemisrty)을 통해 Wnt1-Cre에

의해 신경능선 세포에서 UTX가 결여된 E10.5 단계의 KO mouse 척

수를 WT과 비교하여 보았을 때 척수의 dorsal 쪽과 DRG 쪽에서 확실

이 UTX 발현이 사라진 것으로 보아 KO이 되었다는 것을 확인하였

다.(Fig. 3A,B) UTX의 결손이 전사인자 발현 양상에 영향을 주는 지

알아보기 위해 Pax3, Pax7과 함께 염색을 진행하였지만 WT과 비교해

본 결과 큰 차이를 보이지 않아서 UTX 단독으로는 전사인자 발현에 영

향을 주지 못한다고 판단하였다.(Fig. 3A,B)

다음으로 E13.5(Fig. 3A), E14.5(Fig. 3B) 단계에서 Wnt1-Cre에

의해 신경능선 세포에서 UTX가 제거 되었을 때 관찰되는 특이적 표현

형을 확인할 수 있었다. E13.5와 E14.5에서 모두 KO mouse가 WT
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에 비해 전체적인 크기가 작고, 특히 머리 부분의 심각한 형태 변화를

나타내었다. 이는 가부키 증후군 환자들이 가지고 있는 특징적인 장애와

비슷한 양상을 띄고 있다. (Fig. 4A,B) KO mouse가 더 작은 이유가

운동신경 분화와 관련이 있지 않을까 가정하여 WT과 KO mouse의 척

수에서 운동신경 특이적 marker인 Isl1,2를 UTX와 같이 염색하였는

데, UTX가 결여 되었음에도 불구하고 Isl1,2의 발현 양상이나 그 수의

차이를 확인할 수 없었다. 하지만 KO mouse에서 전체적인 몸 크기뿐

만 아니라 척수의 크기자체도 WT보다 작은 것을 알 수 있었다. (Fig.

3A,B)
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Figure 3. Pax3, Pax7 level does not affected by UTX deletion

(A) staining of UTX with neural crest cell transcription factor Pax3,

shows specific deletion of UTX in neural crest cell region at UTX

KO mouse spinal cord at E10.5 but Pax3 level does not changed.

(B) staining of UTX with neural crest cell transcription factor Pax3,

shows existence of UTX in neural crest cell region at UTX WT

mouse spinal cord at E10.5 but Pax3 level does not changed.

A B
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Figure 4. UTX KO mouse embryo show smaller body size and

abnormal brain structure

(A) KO mouse has smaller body size and unnatural brain shape.

Staining of UTX with motor neuron marker Isl1&2, shows specific

deletion of UTX in neural crest cell region at UTX KO mouse spinal

cord at E13.5 and has smaller spinal cord compare to WT mouse but

Isl1&2 level does not changed

(B) KO mouse has smaller body size and unnatural brain shape.

Staining of UTX with motor neuron marker Isl1&2, shows specific

deletion of UTX in neural crest cell region at UTX KO mouse spinal

cord at E14.5 and has smaller spinal cord compare to WT mouse but

Isl1&2 level does not changed

BA
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3. 골격계 발달 과정에서 UTX의 관여

신경능선 세포의 분화에 의해 형성되는 두개골 구조와 골격계 구조에서

의 UTX의 기능을 규명하기 위해 배아 상태의 UTX KO mouse 관찰하

였다. E14.5 mouse 배아를 골격 염색법 (skeletal staining)을 이용하여

WT와 KO 간의 골격계 차이를 비교하여 보았다. 먼저 배아의 피부를

제거한 후 100% 알콜에 고정시켰다가 alizarin red (연골 염색)와 alcian

blue (뼈만 염색)로 염색을 진행하였다. 그 결과 몸통 부분의 총 뼈의 구

성은 WT과 비교하여 차이를 보이지 않았지만 KO mouse의 전체적인

크기가 작았고, 특히 측면 머리 부분 뼈의 길이가 짧고, 아래 턱 뼈의 단

축이 나타났다 (Fig. 5A).

또한, KO mouse는 정상적인 손가락 발달에 결함을 보였다. (Fig. 5B).

WT mouse는 정상적인 5 개의 손가락을 가지고 있지만 KO mouse에서

는 새끼손가락 부분의 손가락 뼈 발달 이상으로 뼈가 갈라진 듯한 형상

을 보이며 6개의 손가락을 가지고 있는 것으로 나타났다. (Fig. 5B) 이는

후기의 배아 단계에서 배아 발달과정 중 나타난 골격 이상을 의미하며,

UTX가 신경능선 세포가 골격계로 분화하는 과정 중 작용하여 정상적인

분화가 되지 못한 것으로 보여 진다. 정확히 어떠한 기작에 의해서

UTX가 관여하는 지는 추후 연구가 더 필요하다.
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Figure 5. UTX KO mouse embryo shows craniofacial deformity

and osteodysplasty

(A) Comparison between WT and MKO mouse embryos head size by

skeletal staining in E14.5

(B) Comparison between WT and MKO mouse embryos finger

formation by skeletal staining in E14.5

(C) Comparison between WT and MKO mouse embryos whole body,

head and finger’s bone by skeletal staining in E14.5

A B

C
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4. 구개열(cleft palate) 발생과정에서 UTX의 작용

구개 발달에 있어서 UTX의 역할을 이해하기 위해서 본 연구에서는

UTX KO mouse의 구개 표현형을 관찰하였다. E17.5 단계의 WT

mouse와 KO mouse를 비교한 결과 UTX가 결여된 mouse 배아에서

는 상대적으로 전체 몸의 크기도 작고, 특히 아래턱 형성이 WT에 비해

거의 되어있지 않은 것으로 나타났다. 또한 WT mouse에서는 혀가 존

재하지만 UTX가 결여된 KO mouse에서는 혀의 생성이 아예 되지 않

은 것을 관찰하였다. (Fig 6A)

E17.5 mouse 배아의 머리 부분을 4% PFA 로 고정한 후 OCT에

넣어 굳힌 후 이마와 평행하게 절단하고, hematoxylin 과 eosin으로

염색하는 H&E 염색법 사용하여 WT mouse와 KO mouse 의 구개

부분을 단계별로 비교하였다.

배아 상태에서 관찰한 결과와 마찬가지로 KO mouse 에서는 혀가 형

성되지 않았고, 아래턱의 길이가 WT에 비해 매우 짧아 mouse 배아의

코 부분에서부터 절단하였을 때 WT에 비해 현저히 뒷부분에서 턱이 나

타나는 것을 염색한 사진을 통해 알 수 있었다. (Fig. 6B) 즉 UTX가

결여된 mouse 배아에서는 구개열 (cleft palate) 발생과정에서의 결함

을 보였으며 이는 가부끼 증후군의 증상과 연결지어 생각해 볼 수 있다.



- 21 -

Figure 6. UTX KO mouse embryo has craniofacial abnormality

in later stage

(A) Comparison between WT and FKO mouse embryos in E17.5 .

FKO mouse has smaller body and unusual facial features.

(B) section image by H&E staining in progress, between hetero and

FKO mouse’s cleft palate.

A

B
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5. UTX와 FoxD3간의 단백질 상의 결합

본 연구에서는 HEK293T 세포에서 면역 침강법 (Co-IP : co

immunoprecipitation) 분석을 사용하여 신경능선 세포의 전사인자인

FoxD3와 UTX간의 단백질 상 결합을 확인하였다(Fig.7A).

HEK293T 세포에 HA가 표지된 FoxD3와 Myc이 표지 된 UTXwt을

함께 transfection 한 후 anti-HA (hemagglutinin)로 면역침강(IP)

을 진행, anti-HA and anti-myc을 이용하여 western blot을 실시한

결과, 모두 band가 발현되었다(Fig. 7A). 이를 바탕으로 UTX와

FoxD3가 단백질 상에서 결합한다는 결론은 내렸다.
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Figure 7. UTX interacts with NCC transcription factor

FoxD3
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6. 척수 내에서 FoxD3에 의해 조절되는 신경능선 세

포 분화과정에 작용하는 UTX의 역할

(UTX의 GOF & LOF)

chick 배아는 유용성과 실험 조작의 용이함 때문에 발생학에서 많이

이용되는 이상적인 실험 모델이다. 본 연구에서는 HH12-13 단계인

chick의 배아를 이용하여 실험을 진행하였는데, 척수에 전기침공법 (in

ovo electroporation)을 사용하여 DNA를 주입한 후 일시적으로 전기

자극을 주어 음으로 하전 된 DNA가 양전하를 띤 전극에 인접한 척수

측으로 이동하게 하였다. 배아는 DNA를 주입한 후 2일 후에 harvest

하였다. (Fig. 8, 9) 이러한 실험 기법은 목표 DNA가 척수의 한쪽 면

에서만 표현 되도록 하며, 이는 DNA의 분포 또는 형태에 대한 DNA의

효과를 반대쪽 (또는 대조군) 과 비교하여 관찰할 수 있다는 장점이 있

다.

FoxD3가 신경능선 세포의 발달 및 분화에서 중요하다는 사실을 확인

하기 위해 FoxD3를 과 발현 시켰을 때, FoxD3가 주입된 부분에서 신

경능선 세포 마커인 HNK1의 발현이 증가하고, 신경능선 세포의 이동

성을 표시해주는 laminin의 발현 양상으로 보아 신경능선 세포가

FoxD3에 의해 척수 dorsal쪽에서 바깥쪽으로 이동하고 있다는 것을

확인하였다.(Fig. 8A,9A)

FoxD3와 UTX간의 상호 작용 확인하기 위해 HA가 표지 FoxD3 와

myc이 표지되어 있는 UTXwt을 함께 배아에 주입하였다. 그 결과

FoxD3만 주입하였을 때 보다 HNK1의 발현이 더 유도된 것을 관찰하

였고, laminin의 발현 양상으로 보아 신경능선 세포의 이동이 더 활발

한 것으로 보였다. (Fig. 8B) 이 결과는 UTX 의 과 발현이 신경능선

세포의 이동 및 분화과정에서 FoxD3의 활성을 자극시킨 것으로 보인

다. 그러나 반대로 myc이 표지된 UTXmt와 FoxD3를 같이 주입하면
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FoxD3에 의해 유도된 HNK1 발현이 유의하게 감소하였으며, 유사하

게 laminin 발현 양상도 dorsal 쪽에서 변화를 보였다. 이 결과는

UTXmt가 FoxD3의 기능을 방해한다는 것을 의미 한다 (Fig. 8C).

다음으로 sh-hUTX (탈메틸 기능이 상실된 dominant negative form

으로 작용) 를 사용하여 UTX의 loss of function 연구를 수행하였다.

sh-UTX와 FoxD3을 함께 chick 척수에 주사했을 때, HNK1은

UTXmt와 마찬가지로 현저한 감소를 보였고, 반대로 Pax3의 발현은

FoxD3만 주입한 척수와 비교하였을 때 증가하였다.(Fig. 9B)

Chick 척수에서 UTX의 작용 분석은 FoxD3이 신경능선 세포를 활성

화시키고 Pax3 발현을 억제하면서 신경 말단 세포의 이동성을 증가시

키는 작용을 돕는 기능을 한다는 것을 일관되게 나타내었다.
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Figure 8. UTX seems to facilitate FoxD3 function in neural

crest cell

(A) chick spinal cord electroporated with HA tagged FoxD3 leads to

increased HNK1 level and promote cell migration.

(B) chick spinal cord electroporated with HA tagged FoxD3 and

UTXwt leads to ectopic increased HNK1 level and promote cell

migration.

(C) chick spinal cord electroporated with HA tagged FoxD3 and

UTXmt leads to decreased HNK1 level and suppress cell migration.

A

B

C
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Figure 9. UTX seems to facilitate FoxD3 function in neural

crest cell

(A) chick spinal cord electroporated with HA tagged FoxD3 leads to

increased HNK1 level but decreased Pax3 level in NCC.

(B) chick spinal cord electroporated with HA tagged FoxD3 and UTX

Knock down construct leads to suppressed HNK1 level but increased

Pax3 level in NCC.

A

B
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7. UTX가 Foxd3에 의해 활성화된 Fabp7의 유전자

발현 양상에 미치는 영향

슈반세포의 초기 결정 인자인 Fabp7은 신경능선 세포 전사인자인

FoxD3, Sox10 , 그리고 Pax3에 의해 활성화 된다고 알려져 있기 때

문에 UTX가 전사인자와 상호작용하여 Fabp7에 미치는 영향을 알아보

고자 Luciferase 분석과 in situ hybridization 실험을 수행하였다.

실험 결과, FoxD3가 과발현된 N2a (mouse neuroblastoma) 세포에

서 Fabp7 프로모터의 활성화가 증가한 것을 확인하였고(Fig. 10A),

이러한 검증된 설정에서 UTX를 억제하거나 과발현 시키면 어떤 효과를

나타내는지 확인하였다. UTX K.D(sh-UTX)를 사용하여 UTX 활성을

억제시켰더니 Foxd3에 의해 유도된 Fabp7 프로모터의 활성이 감소하

였고(Fig. 10A), UTXmt 또한 Fabp7 활성을 감소시켰다. (Fig.

10B). 그러나 UTXwt의 과발현은 FoxD3에 의해 유도된 Fabp7 프로

모터의 활성화 수준을 증가시켰다. (Fig. 10B) 따라서 UTX는 FoxD3

에 의존하는 Fabp7과 같은 조절 요소의 활성화에 영향을 미친다고 판

단하였다.

In vivo 상에서도 실험을 진행하였는데, chick의 척수 내에서 전기침

공법 (In ovo electroporation) 을 이용해 FoxD3를 과발현 시키면

척수 아래 바깥쪽으로 Fabp7이 뻗어나가는 양상을 보이는데 (Fig.

10C), 이는 신경능선 세포가 신경교 (glia)로 분화되어 나가는 과정을

나타낸다. 여기에 UTX를 같이 주입하였을 때 변화를 알아보고자 in

situ hybridization 실험으로 Fabp7 발현을 관찰하였다. 먼저 UTX를

과발현 하였을 떄는 FoxD3에 의해 유도되는 Fabp7 정도가 유지되는

것으로 보였고, 반대로 UTXmt, UTX K.D (sh-UTX)을 같이 주입하

여 주었을 때는, 척수 바깥쪽으로 뻗어나가는 현상이 현저히 줄어들었

다. (Fig. 10C)
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이러한 결과는 신경능선 세포의 이동이 UTX의 소실에 영향을 받는다는

것을 나타낸다. 이것은 N2a 세포를 이용한 in vitro 실험 결과와 일치

하여, UTX가 신경능선 세포 전사인자들에 작용하여 DRG 및 말초 신

경에서 발현되는 Fabp7의 활성을 조절하는 역할을 한다는 것을 시사한

다.
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Figure 10. UTX facilitate activity of FoxD3 function

(A) Relative luciferase activity of Fabp7 promoter-driven

luciferase reporter constructs (-luc) induced by FoxD3

overexpression, with or without UTX K.D, 24 h after

transfection and induction of differentiation in N2a cells .

p-values from two-tailed or paired

(B) Relative luciferase activity of Fabp7 promoter-driven

luciferase reporter constructs (-luc) induced by FoxD3

overexpression, with UTXwt and UTXmt, 24 h after

BA

C
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transfection and induction of differentiation in N2a cells .

p-values from two-tailed or paired

(C) In situ hybridization of Fabp7 in chick spinal cord

electroporated with HA tagged FoxD3 and UTX construct

(UTXwt, UTXmt, shUTX)
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Ⅳ. 결론 및 고찰

UTX는 골격계 기형과 특이한 얼굴형 등의 증상을 동반하는 가부끼 증

후군의 주요 원인 유전자이다. 이러한 증상은 신경능선 세포가 분화하는

과정에서 문제가 생겨 정상적인 세포와 조직으로 발달하지 못하여 발생

하게 되는데, UTX가 신경능선 세포의 분화에 관여한다는 연구결과는

아직 알려진 바가 거의 없다. 신경능선 세포는 이동성을 가진 세포이며

이를 이용하여 생성된 위치로부터 체내의 다양한 조직 및 각종 기관이

형성되는 위치로 이동함으로써 인체 내 광범위한 분포가 가능한 것으로

알려져 있다. 신경능선 세포로부터 분화 및 생성되는 세포로는 대표적으

로 말초신경, 슈반세포, 멜라닌 세포가 있으며 이 외에도 각종 뼈, 근

육, 연골 등이 있다. 이러한 신경능선 세포의 이동능력에 대해 많은 연

구가 진행되고 있고 그 과정에서 여러 전사인자들과 관여 단백질들이 밝

혀졌으나 자세한 기전과 기능에 대해서는 아직 연구가 더 필요하다.

따라서 본 연구에서는 UTX가 신경능선 세포의 분화와 발달 과정에 영

향을 미칠 것이라고 가정하고 연구를 진행하였다. 본 연구에서는 UTX

가 mouse 와 chick 의 척수 내에서 신경능선 세포가 존대하는 부분에

서 Pax3, Pax7, Slug, Sox10 같은 신경 능선 세포 전사 인자와 공존

해 있는 것을 확인하였고 후속 연구를 진행하기 위해 Wnt1 cre를 이용

해 신경능선 부분에서 특이적으로 UTX 발현을 억제시킨 조건부 KO

mouse를 이용하여 실험을 진행하였다. 신경 능선 세포에서 UTX가 삭

제되면 어떤 일이 발생하는지 알아내기 위해 배아 발생 단계에서 관찰하

였는데 결과적으로, mouse 배아의 신경 능선 세포내에서 UTX의 부재

는 Pax3, Pax7 및 다른 신경능선 세포 전사 인자의 발현 양상을 변화

시키지 않았다. 즉 UTX는 신경능선 세포 전사 인자의 조절 인자로서

직접적으로 기능하지는 않는 것으로 확인되었다. 그러나 UTX가 KO된

mouse의 배아에서 몇 가지 특이한 표현형을 보이는 것이 관찰되었는

데, 이는 가부끼 증후군 환자들의 증상과 유사하였다. 먼저 전체적인 몸
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크기가 WT(정상)에 비해 작고, 특히 머리 부분 모양이 WT과는 다르게

함몰되어 있는 등의 장애를 보이는 경우가 많았고, 손가락 뼈 형성 장

애, 특히 FKO의 경우에는 혀와 아래 턱 형성에 문제가 발생하는 현상

을 관찰하였다. 전체적으로 신경능선 특이적으로 UTX가 결여된

mouse에서 두개 및 안면 장애나 골격계 이상과 같은 증상이 나타났다.

UTX가 어떤 신경능선 세포 전사인자와 결합하고 있는지 알아보기 위해

면역 침강법을 이용해 확인해 본 결과 단백질 상에서 FoxD3와 결합한

다는 것을 알아내었고, 이를 바탕으로 chick 배아의 척수에 전기 천공

법(in ovo electroporation)으로 UTX와 FoxD3를 같이 주입하여

UTX가 FoxD3의 작용에 어떠한 영향을 미치는 지 확인하였다. 그 결

과 FoxD3 단일만으로도 신경능선 세포 표지자인 HNK1 과 Laminin

의 발현이 증가되긴 하지만 UTXwt을 같이 주입하여 주었을 때 HNK1

과 Laminin의 발현이 더욱 증가하는 양상을 확인하였고, 탈메틸화 기

능이 상실된 UTXmt를 같이 주입하여 주었을 때는 FoxD3에 의한 발

현 정도가 훨씬 감소하는 양상을 보였다. 그리고 UTX K.D을 같이 주

입하여 주었을 때도 UTXmt 와 마찬가지의 현상을 보인 것으로 보아

UTX는 FoxD3와 결합하고, 신경 능선 세포 발달과정에서 FoxD3의

co-activator 로서 작용한다는 결과를 도출하였다. 또한 luciferase 분

석을 통해 UTX가 FoxD3에 의해 활성화되는 슈반세포 전구체인

Fabp7의 활성을 조절하고 신경 능선 세포가 척수 아래 바깥쪽으로 분

화되어 뻗어나가는 현상에 관여하는 것으로 판단된다.

종합적으로 본 연구는 UTX가 척수 내의 신경능선 세포 발현 부위에

그 전사인자들과 함께 존재하고, 전사인자들 중 FoxD3와 결합하여

FoxD3의 기능을 활성화 시키는 작용을 하여 하위 유전자 발현 조절에

관여한다는 점, 그리고 mouse 모델에서는 UTX가 결여되면 가부끼 증

후군의 증상과 유사한 형태의 형태학적 결함이 나타난다는 점을 증명하

였다. 따라서 이 연구는 UTX가 신경능선 세포 분화에 결정적인 역할을

할 수 있다는 가능성을 제시하고, 나아가 가부끼 증후군과 그와 유사한
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희귀 질병을 예방할 수 있는 치료 전략에 주요한 정보를 제공할 수 있을

것으로 사료된다.
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Abstract

The role of UTX in neural

crest cell development.

Lee yun young

Pharmacology Major / College of Pharmacy

Seoul national University

The neural crest cell (NCC) is a multipotent, migratory cell

population that arises from the developing dorsal neural fold

of vertebrate embryos. Abnormal development of NCCs causes

a number of human diseases, including ear abnormalities

(including deafness), heart anomalies, neuroblastomas, and

mandibulofacial dysostosis. Transcription factors and

signaling molecules that control multiple steps of neural crest

development, ranging from neural crest induction, lineage

decisions, to specific cell type differentiation, are relatively

well defined. However, despite the critical role of epigenetic

regulators in controlling target gene expression at different

developmental stages of neural crest, it has not been fully

elucidated. Here, we investigated the role of UTX, a H3K27

demethylase, in NCC development. UTX was identified as
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one of the mutated genes in Kabuki syndrome with multiple

problems such as heart defects, hearing loss, intellectual

disabilities and distinct facial phenotypes supposedly derived

from defects in NCC development. We found that UTX

interacts with FoxD3, a major transcription factor in NCC

differentiation. We also found that UTX functions as a

co-activator of Sox10 and FoxD3 in activating the promoter

activity of fatty acid binding protein 7 (Fabp7) in Neuro2a

cells. To define the function of UTX in NCC development, we

specifically deleted UTX in NCCs using Wnt1-Cre. We will

examine whether there’s any morphological phenotype in

developing embryos and further define the molecular

mechanism of which NCC population is affected by studying

the gene expression profiles regulated by UTX. Furthermore,

we will examine the histone modification states in the

genomic region of UTX target genes during NCC

development. From this study, we’d like to define the

molecular mechanism of how UTX functions in NCC

development and provide a new therapeutic approaches

treating or improving the condition derived from abnormal

NCC development.

key words: UTX, Neural crest cell (NCC), Development

,FoxD3, Sox10
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