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䦢서 론
20세기 후반 미국의 주도로 시작된 휴먼 게놈프로젝트는 인간 게놈의 염기

서열을 결정하는 연구로부터 시작되었고, 그 결과 2001년 2월에 개최된

국제컨소시엄에서 휴먼게놈프로젝트와 미국 셀레라 제노믹스는 인간의 게

놈지도가 99% 완성되었다고 발표하였다. 약 30억개에 해당하는 인간 유

전체와 염기서열이 결정됨으로써 인간생명의 실체를 이해하는 기초를 마련

하였으며 더불어 질병의 원인분석 및 치료제 개발을 획기적으로 앞당길 수

있는 발판을 확립하게 되었다. 아울러 인간 유전체 지도의 완성은 각 유전

자들의 기능분석을 요구하는 functional genomics 시대를 열게 되었다. 그

러나 기존의 방식을 이용하여 약 3만개정도로 추정되는 유전자들 각각의

기능을 분석하는 일은 많은 시간과 어려움이 뒤따르기 때문에, 이를 해결

하기 위해 새로운 기술과 개념들이 속속 등장하게 되었다. 그 중 하나로

DNA chip은 동시에 많은 유전자의 발현을 확인하는 기술로써 자동화 시

스템과 전자제어기술등의 발전으로 많게는 수 만개의 유전자 발현을 동시

에 확인할 수 있게 되었다. 즉, DNA chip은 우리가 밝히고자 하는 검사대

상에서 추출한 DNA sample을 반응시켜 그 결과를 컴퓨터로 처리하는 방

식으로 기존에 며칠씩 걸리던 검사를 몇 시간 안에 끝낼 수 있는 획기적인

방법인 것이다. 특히, DNA chip은 매우 좁은 공간(수 ㎠)에 수십만개의

DNA를 집약시킨 것으로 기존의 생화학, 분자생물학적 지식과 화학 및 기

계, 전자공학, 그리고생명정보학의기술이접목되어만들어진산물이다. 

이처럼 기존의 방식보다 빠르게, 그리고 한 번에 많은 정보를 얻어낼 수 있

는 DNA chip의 장점을 최대한 활용할 수 있는 분야 중 하나로 chemical

genomics를 들 수 있다. 즉, 유전자 기능을 알아보기 위해 그 유전자에 대

한 특정 돌연변이주를 이용하는 기존의 방법(forward genetics) 대신 유전

자의 산물인 단백질과 특이적으로 결합하여 그 기능을 조절하는 chemical

를 이용하여 직접 유전자를 조작하지 않고도 돌연변이를 유발시켰을 때와

같이 유전자의 기능을 연구할 수 있는 효과를 나타낼 수 있다는 것이

chemical  genomics의 주요 개념(reverse genetics)이며, 이에 대한 실험

적 증명에 DNA chip이 유용하게 활용될 수 있다(Matthew J. Marton et

al, 1998).  

초기의 DNA chip은 유전자발현 검색을 목적으로 개발되었으나 이젠

chemical genomics 뿐만 아니라 다양한 분야로 활용되고 있다. 실제로 최

근 세포상태에 따른 유전자발현 변화를 파악하는 것이 의료, 제약 산업적

인 측면에서 크게 부각되고 있는데, 이는 각종 질환의 원인이 되는 유전자

의 발현변화가 파악된다면, 질병관련 유전자발굴에 활용할 수 있으며, 그

결과는 진단 및 치료제 개발로 연결될 것이기 때문이다. 이런 동기에 바탕

을 두고서 많은 Biotech기업들이 신약개발의 중요 기초연구로 DNA chip

기술의 개발과 응용에 참여하고 있다. 이 글에서는 microarray의 기본원리

와 실험과정을 소개하고 이들이 약물의 작용기전해석 및 표적분자발견등에

활용되는몇가지응용을소개하고자한다.

䦢본 론
1) 기본원리

세포가 나타내는 특성은 결국 그것이 발현하고 있는 유전자들간의 상호작

용의 결과라는 것을 생각할 때, 세포의 상태를 가장 정확히 표현하는 방법

은 주어진 상태에서 세포가 어떤 유전자들을 어느정도 발현하고 있는가를

총체적으로 표시하는 것이 될 것이다. 인간의 유전자서열이 모두 결정, 발

굴된 다음 단계는 단일세포수준에서 발현되고 있는 모든 유전자들을 정량,

정성적으로 파악하고 표시하는 것을 들 수 있다. 지금까지 유전자의 발현

확인은 northern blotting을 통해 mRNA를 측정하는 방법이 사용되었다.

이는 전기영동으로 분리한 mRNA를 nylon 또는 nitrocellulose

membrane에 옮긴 후 방사성 표지된 probe를 membrane위의 RNA에 붙

인 후 필름에 감광하여 RNA의 양을 확인하는 방법이다. 이보다 고집적,

고효율적으로 유전자의 발현을 동시에 정량, 정성할 수 있는 방법으로 개

발된 것이 DNA chip이며, 여기에는 최소한 다섯가지 요소가 필요하다.

즉, 표면을 특수처리한 cDNA chip, chip에 여러 DNA를 spotting할 수

있는 장치, sample DNA와 chip의 DNA를 반응시킬 수 있는 시스템, 반

응결과를 읽을 수 있는 기구(laser scanner), 그리고 얻어진 결과를 분석

할 수 있는 컴퓨터 프로그램이 그것이다. 기존의 northern blotting과의

차이는 방사성 표지대신 안전한 형광표지를 사용할 수 있으며, 한 번의 실

험으로 다양한 유전자의 발현변화를 측정할 수 있다는 것이다. 최종적으로

DNA chip을 통해 확인된 유전자의 발현변화는 개별 유전자별로 RT-PCR

또는 protein analysis등을통해검증한다. 
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2) DNA chip technology

①DNA chip 제작(그림1)

DNA chip은 1995년 미국 stanford 대학의 생화학과에서 약 2-3천개의

유전자를 1㎠ 넓이 안에 집약시킨 형태로 처음 개발되었다. 초기엔 유전자

의 발현변화측정을 목적으로 cDNA chip을 만들었지만 이후에 돌연변이를

검색할 수 있는 chip(oligonucleotide chip)도 개발되었다. DNA chip은

길이 500bp이상의 유전자를 붙여 대량의 유전자발현 확인을 목적으로 하

는 cDNA chip과 20개 내외의 염기들을 붙여 돌연변이진단등 주로 DNA

분석을 목적으로 하는 oligonucleotides chip으로 분류된다. 현재까지 기

술의 진보를 통해 슬라이드 유리판 위에 spotting할 수 있는 핵산의 수는

cDNA일 경우 1만, oligonucleic acid일 경우 10만으로 늘어났고, 100-

300μm2에 5-15ng의 sample을 spotting할 수 있게 되었다. 대표적인

chip의제작방법은아래와같다.

·pin 방법: 염기서열이 밝혀진 genome으로부터 모든 유전자의 open

reading frame의 위치를 파악한 후 이들 유전자의 시작과 끝부분에 결

합하는 primer를 만든다. PCR을 통해 증폭된 유전자들은 자동화 시스

템(robotic print head)을 이용해 poly L-lysine으로 처리된 슬라이드

유리판위에 spotting된다. 

·photolithograph chip : 빛에 민감한 화학물질로 덮여있는 plate 위에

작고 많은 구멍이 뚫린 photomask를 씌우고 빛을 쪼이면 구멍을 통해

빛이 투과되는 plate의 특정부분에만 화학물질이 활성화된다. 활성화된

plate표면에 빛에 민감한 화학물질이 결합된 첫 번째 염기를 붙인 후

chip을 씻어 여분의 염기를 제거한다. 다시 빛을 쪼여 첫 번째 염기에 붙

은 화학물질을 활성화시킨 후 두 번째 염기를 붙인다. 이 과정을 반복하

여 20개내외의 oligonucleotide를합성한다. 

위 두 가지 방법외에 inkjet의 원리를 이용한 방법과 전기를 이용한 방법이

있다. 

②Sample(cDNA) 준비와표지(그림2)

DNA chip는 특정상태에서 발현된 RNA로부터 cDNA를 합성한 후 유리

판에 spotting된 DNA와 반응시켜 유전자의 발현정도를 측정한다. 이 때,

total RNA나 mRNA 모두 사용할 수 있으며 성공적인 결과를 얻기 위해

서 고순도의 RNA를 얻는 것이 좋다. 다양한 RNA 분리방법이 있지만 개

인별 선호하는 방법을 택하여 RNA를 얻은 다음, agarose gel 전기영동과

흡광계를 이용하여 RNA의 양과 순도를 확인한다. Microarray는 다른 실

험에 비해 매우 많은 양의 RNA가 필요하기 때문에 동물세포나 조직에서

얻은 RNA를 PCR방법을 이용하여 증폭하게 된다. 이 때, 분리된 RNA는

형광(Cy-3, -5 dNTP) 또는 방사성(33P dNTP)표지를 넣어준 상태에서

cDNA로 역전사시킨다. 형광표지를 이용하는 경우 대조군 RNA에는 Cy-

3 dNTP(붉은색), sample RNA에는 Cy-5 dNTP(녹색)를 넣어준다. 역

전사시킨 cDNA로부터 염(salt), primer, detergents, PCR에 쓰인 단백

질(효소), RNA 주형등을 제거한 후 정제된 cDNA를 적정온도(대략 60℃

내외)에서 chip에 spotting된 DNA와 반응(hybridization)시킨 후 비특이

적으로 결합한 cDNA들을 제거하고 공기중에서 말린다. DNA chip에

>> 13.. Life Science & Biotechnology 

특별논단 I DNA chip의생명과학연구및신약개발에의활용

그림 1   DNA chip의 제작방법
A. pin 방법: 염기서열이 밝혀진 genome으로부터 모든 유전자의 open reading frame의 위치를 파악한 여기에 결합하는 primer를 만든다. PCR을 통해 증폭된 유전자들은 자동
화 시스템(robotic print head)을 이용해 poly L-lysine으로 처리된 슬라이드 유리판 위에 spotting한다.
B. photolithographic chip : 빛에 민감한 화학물질로 덮여있는 판(plate) 위에 작고 많은 구멍이 뚫린 photomask를 씌우고 빛을 쪼이면 구멍을 통해 빛이 투과되는 plate의 특정
부분에만 화학물질이 활성화된다. 활성화된 plate표면에 빛에 민감한 화학물질이 결합된 첫 번째 염기를 붙인 후 chip을 씻어 여분의 염기를 제거한다. 다시 빛을 쪼여 첫 번째 염
기에 붙은 화학물질을 활성화시킨 후 두 번째 염기를 붙인다. 이 과정을 반복하여 20개 내외의 oligonucleotide를 합성한다.

a. pin 방법

b. photolithography 방법
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spotting된 DNA와의 비특이적 결합을 줄이기 위해 일반적으로 SDS,

sonicated salmon sperm DNA, tRNA, COT1 DNA등을처리한다. 

③Image의획득과정량화

Laser scanner를 이용하면 각 유전자에 결합하는 cDNA들의 신호가 spot

들의 집합형태로 나타난다. 형광표지를 이용하는 경우, 먼저 Cy-3에 의한

형광을 측정하여 대조군 cDNA에 대한 영상(image)을 얻고 Cy-5(green)

의 형광을 측정하여 sample의 영상을 나중에 얻는다. 영상을 얻은 후 먼저

각 spot에 대한 유전자를 확인(identity)하고 soft program을 통해 각 유

전자에 대한 spot의 밝기(signal intensity)를 수치화한다. 이 때, 너무 낮

은 값이나 오염에 의한 값, 또는 spot보다 바탕이 높은 값들은 배제한다.

sample 수치와대조군수치의비율을구하여유전자발현의증감을알아낸다.

④Normalization

실험과정에서 생기는 오차는 결과분석에 중대한 영향을 끼치기 때문에 이

값을 최소화해야 한다. Normalization은 실험오차를 줄이기 위해 일정한

기준에 맞추어 수치들을 조정하는 것으로 대조군의 결과와 test sample의

결과를 비교하거나 같은 조건에서 실시한 다른 실험결과를 비교하기 위해

필요한 과정이다. Normalization에는 몇 가지 방법이 있다. 첫째, 발현변

화가 없는 actin이나 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

(GAPDH) 같은“house keeping”유전자의 발현정도를 기준으로 삼아 나

머지 유전자의 발현수치들을 조정하는 방법과, 발현변화가 없는 유전자그

룹을 기준으로 삼는 것이다. 대부분의 DNA chip 결과를 보면, 대다수의

유전자는 발현변화가 없는데 반해, 소수의 유전자에만 발현변화가 있을 것

이다. 그러므로 발현변화가 없는 유전자들을 기준(발현증감 0)으로 하여

다른유전자의발현수치를조정한다. 

⑤Data 분석

Normalization을 통해 data set이 만들어지면 의미있는 정보를 얻기위해

data set을 분석한다. 먼저 대조군에 비해 발현정도가 최소 2배이상 차이

나는 유전자들의 목록을 만든다. 그러나 이것만으로는 의미있는 결론을 얻

을 수 없기 때문에 다른 조건, 예를들면 처리한 약물의 농도 또는 시간이

다른 sample에서 얻은 array 결과와 비교하여 특정상태에서 발현변화를

보이는 유전자들을 찾아낸다. 또한 발현패턴이 유사한 유전자들을 묶어

data를 재구성하는 방법을 이용하면 또다른 정보를 얻을 수 있다. 생물학

적 기능은 여러 요소들의 복잡한 상호작용에 의해서 일어나기 때문에 이를

설명하기 위해서는 몇몇 특정유전자의 발현변화보다 특정상태에서 유사한

발현패턴을 보이는 유전자를 찾는 것이 도움이 될 것이다. 이같은 유전자

의 경우 promoter의 조절요소(regulatory element)가 동일하거나 단백질

로 발현되었을 때 복합체(complex)를 이루어 기능할 것이라 생각할 수 있

고, 이러한예측은질병의진단이나약제의개발등에유용하게이용된다. 

3) 신약개발에의활용

①DNA chip를이용한항암기전의해석

증식신호이상이나 세포분열같은 활동이 정상적 통제를 벗어나면 세포는 암

이 되며, 이런 변화는 세포의 생장과 사멸에 관여하는 유전자의 발현변화

때문에 일어나는 것으로 알려져 있다. 비정상적인 세포활동에 관여하는 특

정유전자의 발현변화를 확인하는 일은 약물의 표적분자를 결정하고 아울

러, 약효를 증대시키는데 필수적이다. 암으로의 변형(transformation)에

는 여러 유전자들이 관여하기 때문에 세포 전체에 걸친 유전자의 발현을

확인하는 것이 중요하게 인식되고 있으며,  이는 DNA chip를 이용하면 보

다빠르게해결할수있다. 

▶흉막세포(mesothelial cell)의흉막암(mesothelioma)으로의변형

비정상적 mesothelial 세포(mesothelioma)는 약물에 대한 저항성, 세포

이동, 거대분자(macromolecule)의 안정성, 세포분열, 세포의 부착력등에

관련한 유전자의 발현이 정상세포와는 많은 차이를 보인다.

Mesothelioma 세포로의 변형은 이들 유전자 발현의 차이에 기인하는 것

으로 인식되고 있다. DNA chip을 이용하여 유전자 발현을 조사했을 때

mesothelioma 세포에서 iodothyronine deiodinase의 mRNA가 과량으

로 발현되어 있음이 보고됐다(Huang S.A. et al, 2000). 이 단백질은

selenium을 포함하는 것으로 알려져 있으며 또한, mesothelioma와 유사

한 세포형을 나타내는 hemagioma 환자에서도 과량으로 발현되는 것으로

보고된 바 있다. 이 같은 결과는 iodotyronine deiodinease가 세포의 상

태, 즉 특정조직의 정상세포가 암으로 변할 때 중요한 역할을 담당하고 있

음을 알려주는 중요한 분자적 표지(marker)일 뿐 아니라, 유사한 세포형

태(phenotype)을 나타내는 두 가지 암(mesothelioma, hemagioma)의

생리학적 특징을 결정하는데 중요한 인자임을 시사한다(Curcio C. et al,

2001). 

▶암발전단계별유전자의변화

최근 질병의 단계별로 나타나는 특정 유전자의 발현이나, 질병에 걸린 환
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그림 2   DNA chip 기술
세포에서 얻은 DNA clone을 PCR로 증폭한 뒤 정제한다. 정제된 PCR products
를 자동화기기를 이용하여 유리판에 spotting한다. oligonucleotides DNA chip
을 만드는 경우 PCR product 대신 oligonucleotides를 직접 유리판 위에 합성한
다. 각각 Cy3, Cy5로 표지된 대조군 DNA와 test DNA를 같은 유리판에 반응시
킨 후 유리판을 씻어 여분의 DNA를 제거한다. 적절한 파장에서 형광을 측정하고
이에 대한 영상을 컴퓨터 프로그램으로 수치화 하여 test sample과 대조군
sample간의 유전자 발현정도를 비교한다. 
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자의 생존율과 밀접한 관계를 보이는 유전자의 존재가 제안되고 있다. 실

례로 DNA chip을 활용한 연구로부터 인간 B세포의 만성적 lymphocytic

leukemia 질병을 발병초기부터 전이형성 단계까지 살펴볼 때, 후기 단계

에서 interleukin-1 beta와 early growth response protein-1 (EGR-1)

의 발현이 감소되고, L-selectin, integrin beta-2, interleukin-1 beta,

interleukin-8, EGR-1등의 발현감소와 동시에 성숙한 면역세포의 비정상

화에 관여하는 oncogene인 TCL1 유전자의 과다발현이 환자의 생존률을

저하시킨다는 것이 보고되었다(Stratowa C. et al, 2001). 이런 표지(유

전자)들은 환자의 질병상태 결정과 질병의 초기 발병유무를 진단하는데 효

과적으로이용될수있다.

▶이차적표지(marker)의발굴

특정 암관련 유전자를 과다발현 시켰을 때 변화되는 세포 유전자의 발현패

턴을 DNA chip을 통해 확인하면, 이용하여 암과 관련된 이차적 표지

(downstream marker)를 찾아내는데도 유용하게 쓰인다. 암억제 유전자

인 phosphatase and tensin homology deleted on chromosome 10

(PTEN)의 과다발현은 세포의 기저막에 대한 부착과 인식에 관여하는

integrin alpha-6와 laminin beta-3의 발현을 억제하여 암세포의 침윤

(invasion)능력을 감소시키는 것으로 보고되었다(Hong T.M. et al,

2000)(그림 3). 이같은 이차표지의 발굴은 환자에 대한 치료방법과 투여

할 약제의 다양화를 꾀할 수 있을 뿐 아니라, 약제에 대한 독성과 부작용을

줄일수있다.

▶약물의개발과약물의표적분자확인

좋은 약물은 강한 효능과 표적분자에 대한 선택성을 가져야 하며, 따라서

약물이 표적분자의 기능을 억제함과 동시에 불필요한 이차효과를 발휘하

는지 유무를 확인하는 것이 새로운 약물 개발시 필수적인 사항이다. DNA

chip의 등장으로 약물처리시에 세포내 수많은 유전자발현을 단시간에 확

인할 수 있게 되었고 또 생화학적 경로에 대한 정보가 없더라도 정상상태

와 질병상태를 비교함으로써 다수의 조절 가능한 후보표적분자를 확인할

수있게되었다. 

이같은 개념의 활용으로 최근 약학분야에유전체학(genomics)을 접목시키

려는 움직임이 일고 있다. 약리유전체학(pharmacogenetics)이 그것인데

약물학과 신기술인 유전체학을 결합하여 개인의 유전성향이 여러 의약품

에 대한 신체에 어떤 영향을 미칠 것인가를 연구하는데 초점을 맞추고 있

다. 개개인 유전성향의 차이에 의해 약물의 대사와 반응이 각기 다르기 때

문에 어떤 약이 더 효과적인지 또 부작용의 위험이 있는지를 알려주는 요

인들을 이해하면 각 개인의 유전적 조성에 적합한 약물을 투여할 수 있을

것이다. 아울러, DNA chip을 통해 약물의 이차적 표적분자와의 결합으로

나타나는부작용또한 예측할수있다. 

②Chemical genomics에의응용

Chemical genomics는 유전자의 기능을 알아내기 위해 유전자를 돌연변

이시켜 그 기능을 파악하는 기존의 방법 대신 작은 화학분자로 유전자의

산물인 단백질의 기능을 저해할 때 나타나는 세포의 특징들을 관찰함으로

써 세포내 유전자의 기능을 알아내는 새로운 해석방법이다. 이를 위해서는
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그림 3   PTEN 과다발현에 따른 전체 유전자발현패턴과 암세포 침윤억제 효과
A. DNA chip을 이용하여 PTEN 과다발현 clone(clone 16)과 대조군(clone 10)의 유전자발현(9,600 DNA clone)을 조사하였다. 각각 5 μg의 mRNA를 추출하여 biotin-16-dUTP
로 표지하고 DNA chip과 반응시킨 후 drum scanner를 통해 영상을 얻었다.  표는 PTEN에 의해 발현이 억제된 유전자들은 나열하였다. 
B. 확대한 그림
C. PTEN이 과다발현 되도록 만들어진 세포에 PTEN발현 유도물질인 Muristerone A를 처리하였을 때, 세포의 침윤능력은 현저히 떨어진다.   

* Muristerone A; PTEN 유도물질
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먼저 화학분자가 특이적으로 결합하여 그 기능을 저해하는 표적분자(단백

질)을 찾아야 한다. DNA chip를 이용하면 화학분자를 세포에 처리했을

때 나타나는 유전자의 발현패턴을 조사하여 화학분자의 표적을 효율적으

로 예측할 수 있고, 표적분자를 저해했을 때 나타나는 세포표현형을 빠르

고보다손쉽게조사할수있다. 

▶ 17-allylamino-17-demethoxygeldanamycin (17AAG)에 의한 Hsp90

의저해효과(그림4, 5).

Hsp90의 저해제로 알려진 17AAG는 Hsp90와 관련된 주요 oncogene의

세포내 양을 감소시키는 효과를 나타내기 때문에 현재 항암제로서 임상에

시험되고 있다. 유전자나 단백질의 발현측면에서 볼 때, 약물에 대한 여러

가지 대장암 세포주의 반응이 서로 차이가 있는데, 이는 항암제에 대한 반

응에 있어 세포내 단백질간의 연계(network)가 중요함을 알려준다. 흥미

롭게도, 17AAG에 대한 내성이 있는 세포주에서는 Hsp90이 많이 발현되

어 있는 반면, 매우 민감한 세포주의 경우 Hsp90가 적게 발현되어 있는

것으로 나타났다. 뿐만 아니라 이들 세포주들은 약물처리시 신호전달관련

유전자나 세포골격관련 유전자의 발현에도 많은 차이를 보이는 것으로 나

타났다(Clarke P.A et al, 2000). 즉, 모든 세포주에서 Hsp70 family의

발현이 유도되는 반면 c-Raf-1의 RNA발현이 감소되었고,  이러한 결과는

westhern blot을 이용하여 단백질수준에서의 변화도 확인하였다. 그림 5

는 Hsp90의 저해제로 알려진 radicicol과 비활성형태의 17AAG를 처리하

여 17AAG가 실제로 Hsp90의 기능을 억제하는지를 알아본 결과이다.

17AAG와 radicicol에 의해 Hsp70 발현이 증가되고 c-Raf-1는 감소했으

나 비활성형태인 17AAG에서는 그러한 효과가 보이지 않는 것으로 볼 때,

17AAG의 표적분자는 Hsp90임을 추정할 수 있다. 이처럼 DNA chip과

기존의 분자생물학적 연구법을 같이 이용하면 약물의 세포내 표적분자의

확인이 가능하고 약물 저해에 의한 세포의 표현형을 분자수준에서 알 수

있으며, 이러한정보는신약개발에유용하게활용될수있다. 

▶FK506의표적분자결정

또한가지DNA chip을 chemical genomics연구에접목시킨 대표적인 예

는 면역억제제로 장기이식수술시 면역거부반응완화제로 활용되는 FK506

의 표적분자인 calcineurin의 결정을 들 수 있다(Marton M.J. et al,

1998). Calcineurin은 칼슘과 calmodulin에 의해 활성화되는

serine/threonine 단백질 탈인산화효소로서, 세포내 이온 항상성을 유지

시키고 세포분열의 시작을 조절하며, T-세포 활성화, apoptosis등에도 관

여한다. 면역억제제인 FK506-결합단백질(FKBP)에 의해 calcineurin은

선택적으로 저해되어 면역기능인자의 발현을 조절한다. FK506의 세포활

성을 알아보기 위해 FK506을 처리한 정상세포와 calcineurin의 활성부위

를 돌연변이화 시킨 세포에서 cDNA를 얻어 유전자 발현패턴을 측정한 결
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그림 4   약물처리시 세포내 여러 유전자의 발현정도 확인
인간의 두 가지 대장암 세포에서 17AAG가 나타내는 생물학적 효과, 즉 RNA와
단백질의 세포내 발현에서 차이를 나타내고 있다. 
A. 인간 대장암 세포주인 HT29, HT116에 0.5, 1M 17AAG를 72시간동안 처리
하여 microarray를 실시하였다. 왼쪽의 결과(phosphorimage data)는 17AAG
처리 24시간에 얻은 것이고, 오른쪽의 결과는 시간별로 대조군에 대한 test
sample의 발현정도(비율)를 나타낸 것이다. 녹색은 17AAG에 의한 발현 증가를,
노란색은 변화 없음을, 적색은 감소를 나타내며, 갈색이나 검정은 측정할 수 없음
을나타낸다. 
B. 17AAG를 처리한 후 c-raf-1, hsc/hsp70, hsp90, 그리고 GAPDH의 발현을
western blotting을 이용하여 단백질수준에서 조사하였다. HCT116에서 c-raf-1
은 24시간 후 발현이 억제되었지만, 48시간 후 다시 회복되었다. HT29에서 c-
raf-1은 약물처리 24시간, 48시간 후 모두 감소되었다. 또한 Hsc/hsp70의 경우
두 세포주 모두에서 발현이 유도되었고, hsp90은 HCT116에서 발현 유도된 반
면, HT29 에서는 발현이 억제되었다. 

그림 5   표적분자의 효과검증(target validation)
Western blot을 이용하여 17AAG의 세포내 효과를 단백질수준에서 확인하였
다. 동량의 17AAG, 17AAG의 비활성 유사체, 그리고 hsp90 억제제로 알려진
radicicol을 A2780 ovarian adenocarcinoma 세포에 처리하였을 때, 17AAG와
radicicol에 의해 c-raf-1의 발현이 억제된 반면, hsp70의 발현은 유도되었다.
그러나 17AAG 비활성 유사체의 경우 이러한 효과가 매우 미약하였다. DNA
chip을 이용한 microarray 결과를 볼 때,  구조적으로 유사성이 없는 radicdicol
에 의한 유전자의 발현패턴이 17AAG와 유사한 반면, 17AAG 비활성 유사체의
경우 17AAG에 의한 발현패턴과의 유사성이 떨어졌다. 세 가지 약물에 의한 유
전자 발현패턴의 연관성은 그림 위의 dendrogram으로 표시하였다. 

A)

B)



과, 두 sample의 유전자 발현패턴이 유사한 반면, calcineurin이외의 유전

자를 돌연변이시킨 세포의 유전자 발현패턴과는 많은 차이를 나타내었다.

이는 FK506가 FKBP와의 결합을 통해 calcineurin의 활성을 억제하여

나타나는 결과로서 화학분자를 이용하여 표적분자의 기능을 억제하는 것

이 표적분자의 유전자를 돌연변이시켜 그 기능을 억제하는 것과 같은 효과

를낸다는것을증명하는좋은예이다.

4) 생명과학연구에의활용

①유전자발현패턴확인

DNA chip을 이용해서 얻을 수 있는 정보 중 가장 핵심이 되는 것은 특정

유전자의 발현변화를 효율적으로 알 수 있다는 것이다. 즉, 유전자의 발현

은 미생물, 식물, 동물별로 다르고 같은 세포라 하더라도 세포의 상태나 외

부의 자극에 의해 유전자 발현패턴이 달라진다. DNA chip에서 얻은 결과

는 하나의 sample을 다른 sample과 비교하는 정적인(static) 결과와 시간

경과에 따른 발현변화를 관찰하는 역동적(dynamic) 결과가 두 가지로 나

눌 수 있다. 질병에 걸린 sample과 정상 sample을 비교하는 것이 전자에

속하고 질병의 발전 단계별 또는 세포에 자극을 주는 시간에 따른 결과를

비교하는것이후자의예이다. 

여러 실험조건에서 얻을 수 있는 유전자의 발현패턴 결과를 database화하

여 개별 실험에서 얻은 유전자의 발현패턴을 비교, 검증하면 병원성 미생

물의 검사나 동식물의 품질상태 점검등에도 다양하게 응용할 수 있다. 이

미 많은 미생물의 염기서열이 밝혀지고 있으며 본 연구결과를 이용하여 미

생물의 유전자 검색 또한 쉽게 이루어질 수 있을 것이다. 실례로, 모든 게

놈 구조가 밝혀진 결핵균은 우리나라뿐만 아니라 미국에서도 AIDS환자사

이에서 많이 발병하며 또한 항생제의 오용으로 내성을 가진 종이 많아지고

있다. 이러한 요인으로 난치성 결핵환자의 원인균으로 최근 문제가 되고

있는 비결핵 마이코박테리아의 균주를 빠른 시간내에 환자로부터 찾아내

고 어떠한 항생제에 내성을 가졌는가를 밝히는 일이 매우 중요하다. 기존

의 병원성 세균동정검사는 많은 시간과 경비가 소요되기 때문에 병원성 미

생물 검색용 DNA chip을 이용한 microarray의 시장성은 높다고 할 수 있

다. 이렇게 개발된 DNAchip은 병원뿐만 아니라 동, 식물 및 식품검역소,

환경오염등에도쓰여질수있을것이다. 

②유전자기능의예측

유사한 발현패턴을 보이는 유전자들은 대개 해당과정같은 생물학적 경로

(pathway)에서 기능적으로 관련이 있는 것으로 생각되며 또, 이들은 유기

적인(co-regulated) 메카니즘에 의해 조절된다. 동일한 조건에서 여러 번

의 실험으로 얻어진 유사한 발현패턴의 유전자를 그룹화함으로써 유전자

의기능을예측할수있다(그림 6). 

실례로 DeRisi등은 효모에서 유전자의 발현차이로 혐기적 성질에서 호기

적 성질로의 일시적 변환(diauxic shift)을 관찰하였다. 이들은 DNA chip

을 통해 일시적으로 발현패턴이 변하는 유전자를 찾아내고 유사한 패턴을

>> 17.. Life Science & Biotechnology 

특별논단 I DNA chip의생명과학연구및신약개발에의활용

그림 6    Microarray 결과의 그룹화
Human umbelical vein endothelial cells (HUVEC), normal fibroblasts, B cells, T cells, 정상 bowel biopsy, 세 가지 rhabdomyosarcoma 세포, 그리고 세 가지 대장암세포에서
mRNA를 추출하여 4132개 DNA clone에 대한 microarray결과를 얻었고, 모든 세포에 발현되는 유전자를 기준으로 normalization하였다. 모든 수치는 대조군에 대한 비율로
나타내었고 그룹화를 통해 재분석하였다. 그림은 전형적인 그룹화의 결과로 녹색신호는 중간(median)보다 낮은 값을, 적색은 중간보다 높은 값을, 그리고, 검정색은 중간과 같
은 값을 나타낸다. 그림 옆의 목록은 endothelial 세포에서 발현변화를 보이는 유전자들이며, 청색으로 표시된 목록은 endothelial 세포에서 특징적인 역할을 담당하거나 그 발현
이 다른 세포에 비해 endothelial 세포에서 억제되어 있거나 유도되어 있는 유전자들을 나타낸다. 



나타내는 유전자들을 그룹화하였다. 그 결과, 호기적 성질로 일시적으로

변환하는 동안 cytochrome-c 관련 유전자, TCA/ glyoxalate cycle 관련

유전자들, 탄화수소 저장에 관련한 유전자들의 발현이 공통적으로 유도됨

을밝혀냈다(DeRisi J.L., et al., 1997). 

이같은 방법으로 알려지지 않은 유전자의 발현패턴을 이미 알려진 유전자

의 발현패턴과 비교함으로써 세포내 역할이 알려지지 않은 유전자의 기능

도예측할수있을것이다. 

③돌연변이및다형성(polymorphisms)의진단

인간의 DNA 염기서열은 약 0.1%(핵산 3,000,000개에 해당)정도 개체

별 다양성을 갖는데, 이를 다형성이라 하며 개개인의 모든 차이를 만드는

원인이 된다. 현재 휴먼게놈프로젝트에서 몇 명의 선택된 사람을 대상으로

한 분석에 따르면, 대략 1,000염기쌍마다 하나씩 변이가 발견되는 것으로

알려져 있지만 사람간 대립유전자(allele)의 차이나 반복수(repeating

number)의 차이와 인종간의 차이까지 고려한다면 이보다 더 높은 변이를

가질 것으로 추정하고 있다. 이러한 다형성은 키, 피부와 머리색, 성격뿐아

니라 인간의 질병과도 연관되는데, 개인별 질병에 대한 저항성, 민감도가

다르기 때문에 같은 질병이라 해도 개개인이 나타내는 질병의 징후나 치료

결과에 현격한 차이를 나타낸다. 이는 치료제의 독성을 줄이고 유효농도를

정하는데 도움을 줄 수 있기 때문에 시술자로 하여금 환자 개개인에 맞는

맞춤진료(tailer-therapy)를실시할수있도록할것이다. 

④세포별또는질병에특이적인분자적표지(molecular marker)

세포는 특정한 외부 신호에 따라 유전자를 발현하기 때문에 신호에 따른

유전자의 발현패턴은 세포나 조직의 지문(finger printing)으로 생각될 수

있다. 이러한 분자생물학적 지문은 cell의 대사상태, 질병의 구분, in vivo

와 in vitro에서의 실험차이를 알아내는데 좋은 도구(tool)로 쓰일 수 있

다. 아울러 같은 질병이라도 표현형사이에 큰 차이를 보이는 특정유전자의

발현패턴을 관찰하면 질병을 좀 더 작은 단위로 세분화할 수 있다(Golub

T.R. et al. 1999). 예를 들어, non-Hodgkin’s lymphomas에 두 가지

형태가 존재한다는 것(Alizadeh A.A. et al, 2000)과, 주로 피부에 생기

는(cutaneous) melanoma와 전이가 잘 되는 형태의 melanoma가 있다

는 것(Bittner M. et al, 2000), 그리고 상피세포와 유방암 세포의 유전자

발현이 확연히 구분될 수 있음은 모두 DNA chip 결과를 이용하여 밝혀진

사실들이다. (Perou C.M.,  et al. 1999; Perou C.M. et al, 2000). 이

외에도 다양한 sclerosis, Alzheimer’s disease, viral hepatitis등의 현상

을 확인하는데 이용할 수 있다(Whitney L.W. et al, 1999; Hanzel D.

K. et al. 1999; Han J. et al. 2000).

䦢결 론
20세기 후반에 접어들면서 생명과학의 발달로 암이나 질병의 원인으로 유

전자가 관여한다는 것이 밝혀진지 오래되었고 병원성 세균의 감염여부 및

항생제 내성검사, 신약개발, 유전자의 기능연구, 범죄자확인 및 친자확인

등 많은 부분에 DNA와 유전자감식기술이 이용되고 있다. 지금까지는 이

러한 사실을 밝히기 위하여 DNA sequencing, southern blotting등이 이

용되었으나 이러한 기술을 사용하여 한 번에 여러 개의 유전자발현변화나

돌연변이를 확인한다는 것은 쉽지 않았다. 하지만 DNA chip을 통한

genome차원에서의 유전자 확인은 유전자발현 청사진을 효율적으로 제공

함으로써 과학기술적인 측면뿐만 아니라 인류의 건강과 생명의 신비를 해

석하는데 결정적인 기여를 할 것이다. 처음 게놈연구를 시작할 때 대부분

의 사람들은 모든 유전자가 밝혀지더라도 그들의 모든 성질을 밝히는데 최

소 100년이 걸릴 것이라고 추측했지만, DNAchip을 이용한 신기술의 등

장으로 이 시간은 많이 단축되리라고 생각되며, 가까운 미래에 우리는 유

전정보에 대한 청사진을 가지고 난치병 치료에의 획기적인 전기를 맞이하

게되리라전망한다.
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