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배경
칼시케스트린은 1971년 척추동물의 근소포체에서 처음 발견된
칼슘결합단백질로서1) 생화학적 연구를 통해 그리 강하지 않은
보통의 결합력과 많은 칼슘 결합능력을 가진 것으로 알려졌고2),
이러한 중간정도의 결합력으로 많은 양의 칼슘과 결합하는 특
성 때문에 근소포체 내에서 칼슘저장 역할을 할 것으로 추정되
었다3). 그러나 아직까지 생물학적 기능은 자세히 밝혀져 있지
않다.

척추동물에서 칼시케스트린은 고속-연축-골격근 타입과 심장근
타입의 두가지 유전자가 발견되었다. 그러나 아직 무척추동물의
칼시케스트린에 대한 보고가 없다. 우리는 무척추 동물인 예쁜
꼬마선충의 근육에 칼시케스트린이 존재하는지, 만약 존재한다
면 그 기능은 무엇인지 연구해 보기로 하 다. 예쁜 꼬마선충은
짧은 생활환을 가진 토양 선충으로 짧은 세대기와 단순한 구조
를 가진 이유로 유전학과 세포생물학적 연구에 유용한 모델동
물로 이용되고 있다. 예쁜 꼬마선충은 움직임에 중요한 몸체근
육과 음식섭취와 저작에 중요한 인두근을 가지고 있고, 많은 유
전학적, 생화학적 연구결과 몸체근육은 척추동물의 골격근과,
인두근은 심장근과 그 유래를 같이 하는 것으로 추정된다4). 또
한 예쁜 꼬마선충은 게놈지도의 완성과 정방향, 역방향 유전학
적 실험 기술 등을 통해 척추동물의 유사 유전자의 기능연구를
위한 좋은 모델 동물이 되고 있다.

결과
예쁜 꼬마선충에서 단일 칼시케스트린 유전자의 동정

예쁜 꼬마선충의 칼시케스트린 유전자를 찾기 위해 우리는 예
쁜 꼬마선충의 게놈 데이터 베이스를 이용하 고, 417개 아미노
산을 암호하는 하나의 유전자(csq-1)를 찾았다. 칼시케스트린
유전자는 X 염색체의 오른 팔에 위치하며 유전지도 상에서는
his-24와 unc-3 사이에 위치한다(그림 1). 그리고 mnDf4,

mnDf105, 6, 7)이라는 두 개의 염색체 결핍 돌연변이가 존재하는데
이는 칼시케스트린 유전자를 포함한 부위가 결핍된 돌연변이로
배 발생단계에서 성장이 멈추나 몸체와 인두부분에서 근육발생
이 관찰되었다.

칼시케스트린 유전자(csq-1)는 칼슘결합 단백질을 만드
는 유전자

척추동물의 칼시케스트린은 칼슘결합 능력을 가진 것으로 알려
져 있고8), 따라서 우리는 이와 높은 유사성을 보이는 예쁜 꼬마
선충의 칼시케스트린이 칼슘결합 능력을 갖는지 확인해 보기로
했다. 네 가지 단편의 칼시케스트린 펩타이드를 GST와 결합시
켜 대장균에서 과다발현 하 고, 동위원소 45Ca2+를 이용한 칼슘
결합측정실험을 통해 칼시케스트린이 전체 역을 통해 칼슘과
결합함을 확인하 다(그림 2).

그림 1 칼시케스트린의 유전지도와 물리지도
(A) 칼시케스트린은 유전지도상에서 ram-5와 unc-3 사이에 위치하며, 이들 부위를 상

실한 결핍돌연변이 mnDf10과 mnDf4가 있다.
(B) 예쁜꼬마선충의 칼시케스트린은 cosmid F40E10내의 F40E10.3 유전자에 의해 암호

되는 exon 10개로 구성된 단백질이다. 

예예쁜쁜 꼬꼬마마선선충충에에서서의의 칼칼시시케케스스트트린린에에 관관한한 연연구구

특별논단

칼시케스트린은 골격근과 심장근의 근소포체 내에서 칼슘을 격리시키는 기능을 하는 것으로 알려져 있다. 우리
는 예쁜 꼬마선충에서 토끼 골격근의 칼시케스트린과 아미노산 서열상 50% 이상의 유사성을 보이는 유전자를
찾아내어 그 기능을 연구하 다. 포유류가 골격근 타입의 칼시케스트린 유전자와 심장근 타입의 칼시케스트린
유전자를 가진 것과 달리 예쁜 꼬마선충은 하나의 칼시케스트린 유전자를 갖는다.

우리는 골격근, 인두근과 음부근에서 중배기 초기부터 발생 전 시기동안 강하게 발현됨을 보았고, 골격근에서
칼시케스트린이 라이아노딘 수용체(UNC-68)가 존재한다고 알려진 근소포체막 부근에 위치함을 확인하 으며,
라이아노딘 수용체가 칼시케스트린의 위치에 향을 준다는 사실을 알게되었다.

칼시케스트린이 근소포체에서 과량으로 발현되나 칼시케스트린 유전자가 결핍된 돌연변이에서 정상적으로 근
육이 형성되는 것으로 보아 근육형성과 수축에 중요하지 않을 거라 추정되었고, 더 나아가 RNAi 실험을 통해
골격근의 칼시케스트린을 완전히 제거했을 때 역시 근육형성과 움직임에 아무런 문제를 유발하지 않음을 확인
하 다.

이러한 결과로부터 칼시케스트린은 예쁜 꼬마선충의 골격근에 존재하는 주된 칼슘 결합단백질이긴 하지만 골
격근의 형성이나 근 수축에는 필수적이지 않다는 결론을 내리게 되었다.

요약
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그림 2 칼슘결합측정실험
칼시케스트린의 네 가지 단편을 만들어(A), 이들을 GST와 결합시켜 대장균에서 과다
발현시켰고(B), 이들의 45Ca2+과의 결합능력을 확인하 다(C). M, size marker; 1, 쥐의
심장 소포체; 2, GST; 3, N1; 4, N2; 5, C; 6, F.

발생과정중 칼시케스트린의 발현
칼시케스트린의 시간적, 공간적 발현을 알아내기 위해 우리는
northern blot analysis와 whole-mount in situ hybridization 실험을
수행하 다. northern blot analysis를 통해 약 1.5 kb의 전사체가
양의 차이는 있으나 발생단계 전 과정에서 발현됨을 보았고, in
situ hybridization 실험을 통해 배 발생 단계에서부터 성체단계까
지 골격근의 전구세포와 골격근에서 칼시케스트린의 전사체가
존재함을 알았다(그림 3).

라이아노딘 수용체(RyR)의 결핍과 칼시케스트린 위치와
의 관계

항 칼시케스트린 항체는 예쁜 꼬마선충 추출 western blot에서
64 kDa 정도의 한 밴드를 인지하 다. 그러나 예상되는 예쁜 꼬
마선충의 칼시케스트린 크기는 49 kDa이다(그림 4). 

이러한 현상은 칼슘결합 단백질에서 자주 보이는 현상으로 다

우리는 또한 칼시케스트린의 정확한 존재 위치를 확인하기 위
해 항 칼시케스트린 항체를 이용하여 EM(immuno gold electron
microscopy)을 수행하 고, 칼시케스트린이 골격근의 위쪽 근소
포체 막 부위에 존재함을 알게 되었다(그림 6A와 6B).

재미있게도 이 부위는 라이아노딘 수용체가 존재하는 부위로
알려져 있다10). 라이아노딘 수용체의 돌연변이체인 unc-68에서
는 근소포체 막 부근에서 칼시케스트린의 존재가 인지되지 않
았고, 이 결과는 위의 항체 염색결과와 일치한다(그림 6C와
6D). 즉, 생체 외 실험의 결과와 같이 생체 내에서도 칼시케스
트린과 라이아노딘 수용체가 상호작용을 할거라는 결론에 도달
하 다.

른 척추동물의 칼시케스트린 경우에서도 관찰되었다9). 또한 항
칼시케스트린 항체로 염색을 했을 때 그물모양의 염색 패턴을
보 다(그림 5A). 이는 근 수축과 이완에 관련되어 있는 것으
로 알려진 라이아노딘 수용체의 항체로 염색한 결과(그림 5B)10)

와 유사한 패턴으로, 근소포체에 존재하면서 근소포체로부터 칼
슘을 방출하여 근 수축을 유발시키는 라이아노딘 수용체11, 12)와
칼시케스트린이 상호작용한다는 생체 외 실험결과13)와 일치한
다. 우리는 라이아노딘 수용체가 발현되지 않는 돌연변이체
(unc-68)를 항 칼시케스트린 항체로 염색하 고, 그 결과 정상
형(wild-type)에서의 그물형태와는 확연히 구별되는 불규칙적
패턴을 볼 수 있었다(그림 5C). 이러한 결과로부터 칼시케스트
린의 생체 내 위치가 라이아노딘 수용체의 존재와 관련이 있다
는 추정을 할 수 있었다.

그림 4 칼시케스트린의 발생단계별 western blot analysis.
(A) SDS-PAGE gel을 coomassie 염색한 결과
(B) 항 칼시케스트린항체를 이용하여 blot으로부터 64 kDa 크기의 신호를 인지.

그림 5 정상형과 라이아노딘 수용체 돌연변이체(unc-68)의 항체염색
결과

(A)는 항 라이아노딘 수용체의 항체로 염색한 했을 때 (B)와 같은 격자무늬를 보이
며, 항 칼시케스트린항체로 라이아노딘 수용체 돌연변이체(UNC-68)를 염색하면 이들
과 다른 불규칙적 염색양상을 보인다(C).
(D)는 비교 군으로 아세틸콜린 수용체의 돌연변이체인 unc-29를 항 칼시케스트린항
체로 염색한 결과.
막대의 크기는 20 μm.

그림 3 Northern blot analysis와 whole-mount in situ hybridization.
(A) 32P로 표식한 칼시케스트린의 cDNA를 probe로 이용한 발생단계별 전사체의 발

현정도
(B-E) in situ hybridization을 통한 칼시케스트린의 발생단계별 발현부위(화살표)

막대의 크기는 50 μm.
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칼시케스트린은 몸체근, 인두근과 음부근에서 발현
우리는 칼시케스트린의 발현 양상을 보기 위해 형광단백질
(GFP; green fluorescent protein)을 리포터로 이용한 promoter 삽
입 벡터(csq-1::gfp)를 만들어 예쁜 꼬마선충의 자궁에 주입하
고 다음세대에서 벡터가 들어간 형질 전환체를 선별하여 형광
현미경 하에서 관찰한 결과, 칼시케스트린이 배 발생 단계에서
부터 성체시기까지 전 시기를 통해 인두근과 음부근 그리고 몸
체근에서 발현됨을 보았다(그림 7A-C). 

칼시케스트린 발현의 조직 특이적 저해
우리는 칼시케스트린의 기능을 알아보기 위해 RNAi(double
strand RNA mediated interference)실험14)을 수행하 다. RNAi는
특정 유전자의 cDNA 일부분을 이중가닥 RNA로 만든 후 예쁜
꼬마선충에 주입하여 특정 유전자의 발현을 거의 완벽하게 저
해하는 실험방법으로 control로 GFP에 대한 RNAi를 형질전환
체(csq-1::gfp에 의해 형질전환된)에 주입한 결과 몸체근에서는
GFP발현이 완전히 저해되었으나, 인두근과 음부근에서는 저해
가 되지 않음을 발견하 다(그림 7D-F). 이 부위는 예쁜 꼬마
선충의 RNAi 실험에서 RNAi가 작동하지 않는 부위로 알려진
일부조직에 속한다. 또한 칼시케스트린에 대한 RNAi실험 결과
그림에서 보는 바와 같이(그림 7G-I) 항 칼시케스트린 항체로
염색했을 때 GFP RNAi 실험에서와 같은 결과(그림 7D-F), 즉,
골격근에서의 칼시케스트린 발현은 저해됐으나 인두근과 음부
근에서는 칼시케스트린의 존재가 확인되었다.

골격근에서의 칼시케스트린 결핍
GFP 발현 양상을 통해 우리는 몸체근육에서 과량으로 발현되
는 칼시케스트린이 근수축과 이완에 중요한 역할을 할 것으로
추측했고, 다른 한편으로는 칼시케스트린 유전자를 포함한 결핍
돌연변이체의 표현형질로부터 근형성과 수축에 필수적이지 않
을 거라는 추측 또한 가능하 다5, 6, 7). 우리는 칼시케스트린의
기능을 밝히기 위해 RNAi를 수행하게 되었고, 그 결과 정상형
(wild-type)과의 차이점을 발견할 수 없었다. 그러나 라이아노딘
수용체에 대한 RNAi를 수행한 결과, 라이아노딘 수용체 돌연변
이체(UNC-68)와 유사한 느린 움직임, 라이아노딘 수용체에
agonist인 levamisole15)에 대한 저항성 등의 특징을 보 다.

이는 다른 근소포체 단백질에 대한 RNAi가 정상적으로 작동했
다는 의미이다. 또한 칼시케스트린에 대한 RNAi를 라이아노딘
수용체 결핍배경(UNC-68 돌연변이체, UNC-68 RNAi)에서 수
행해 보았으나 어떠한 시너지 효과도 볼 수 없었다. 이러한 결
과들로부터 우리는 몸체근에서 대량으로 발현되는 칼시케스트
린은 적어도 움직임에는 필수적이지 않다는 결론을 내릴 수 있
었다.

결론
우리는 데이터 베이스와 Southern blot analysis를 통해 예쁜 꼬
마선충에서 토끼의 골격근 타입의 칼시케스트린과 50% 이상의
유사성을 가진 칼시케스트린을 찾았고, 칼슘 오버레이실험을 통
해 칼슘 결합 능력을 확인하 다. 근육의 수축과 이완은 칼슘에
의한 탈 분극에 의해 일어나는데16) 원형질막에 존재하는 전압개
폐통로인 VGCCs와 근소포체에 존재하는 라이아노딘 수용체
(RyR)가 근육의 수축과 이완에 관련되어 있는 것으로 알려져
있다17). 칼시케스트린은 생체 외 실험에서 라이아노딘 수용체와
칼시케스트린이 상호 작용한다는 연구 결과18)와 근소포체 내 과
량의 칼슘농도가 라이아노딘 수용체에 의한 칼슘방출에 중요하
다는 보고8)때문에 위 경로의 하부에 존재하는 것으로 추정된다. 

항 칼시케스트린 항체로 정상형(wild-type)을 염색한 결과, 항
라이아노딘 수용체의 항체로 염색했을 때와 유사한 그물모양의
패턴을 보 으나, 항 칼시케스트린 항체로 라이아노딘 수용체가
결핍된 돌연변이체(unc-68)를 염색한 결과 전혀 다른 불규칙적
인 양상을 보 다. 그리고 항 칼시케스트린 항체를 이용한 EM
결과 정상형(wide type)에서 몸체근육 세포 내의 위쪽 근소포체
막 부위에서 칼시케스트린의 존재가 확인되었으나 라이아노딘
수용체의 돌연변이체인 UNC-68에서는 세포기질 내의 다른 부

그림 6 EM(immuno gold electron microscopy)을 통한 칼시케스트린의 존
재위치확인

(A, B) 정상형 경우, 칼시케스트린의 존재가 위쪽 근소포체(삼각형)와 dense body(화
살표)에서 확인되었으나, 라이아노딘 수용체 돌연변이체(unc-68)의 경우 근소포체에
서 칼시케스트린의 신호가 보이지 않는다(C, D).
(E, F)는 대조군인 unc-29.
막대의 크기는 1 μm.

그림 7 형광단백질(GFP; green fluorescent protein)과 항체를 이용한 칼
시케스트린의 발현양상 확인

칼시케스트린의 promoter부위를 형광단백질과 결합한 plasmid를 획득한 형질전환체에
서 초기 배 발생단계에서부터 성체시기까지 형광단백질의 발현 관찰(A, B, and C).
이 형질전환체에 GFP에 대한 RNAi를 수행한 결과 몸체 근을 제외한 인두근과 음부근
에서의 발현이 관찰됨(D, E, F).
칼시케스트린에 대한 RNAi를 수행한 후 항 칼시케스트린항체로 염색했을 때 위와 같
이 인두근과 음부근에서는 RNAi가 작동하지 않음을 관찰(G, H, I)
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분에 불규칙적으로 위치함을 보 다.

이러한 실험결과로부터 우리는 칼시케스트린의 존재부위가 라
이아노딘 수용체와 관련이 있다는 추정을 할 수 있었다. 또한
우리는 GFP를 이용하여 예쁜 꼬마선충에서 칼시케스트린이 몸
체근육, 인두근육 그리고 음부근육에서 강하게 발현됨을 볼 수
있었고, 칼시케스트린의 기능을 알아보기 위해 RNAi실험을 수
행하 다. RNAi는 인두 근과 음부 근을 제외한 몸체근육에서만
작용하는데 예상과 달리 근육형성이나 움직임 등에 아무런 변
화를 주지 않았다. 즉, 예쁜 꼬마선충에서 몸체 근의 형성, 그리
고 수축과 이완에 칼시케스트린이 필수적이지 않는다는 것이다. 

우리는 이에 대한 몇 가지 가능성을 생각할 수 있는데, 첫째,
우리가 모르는 어떤 단백질이 칼시케스트린의 기능을 보완한다
는 가능성, 둘째, 라이아노딘 수용체와 칼시케스트린을 이용한
경로와 독립적인 경로의 존재 가능성, 셋째, 칼슘의 저장고 역
할을 하는 칼시케스트린이 없다고 하더라도 저장고로 칼슘을
공급하는 펌프(SERCA)의 능력이 수요량을 감당할 수 있다면
칼시케트린(저장고)이 존재하지 않더라도 특별한 문제점을 유
발하지 않을 것이라는 가정이다. 또한 우리는 RNAi에 의해 저
해되지 못한 심장 근 타입인 인두 근에서의 칼시케스트린의 역
할에 주목하고 있다. 
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