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Abstract 

Three alpha actin isoform genes were isolated and characterized from mud 

loach (Misgurnus mizolepis). Mud loach alpha actin isoforms [i.e., α-

skeletal (ACTA1), α-cardiac (ACTC1) and α-smooth (ACTA2)] shared a 

significant homology one another at both coding nucleotide sequence and 

amino acid sequence levels; also they revealed highly conserved features 

typically known for other vertebrate counterparts with a considerable degree 

of sequence homology in the vertebrate lineage. At amino acid level, several 

amino acid residues are isoform specific, allowing each isoform type to be 

distinguished from other isoforms. Molecular phylogenetic analysis of alpha 

actin genes revealed that vertebrate alpha actin genes formed a monophyletic 

group. Overall, ACTA1, ACTC1 and ACTA2 are divergently visualized in the 

phylogenetic tree. Within each isoform group, the tree topology was in 

accordance with the patterns of known taxonomic appraisal. Genomic isoform 

genes of mud loach alpha-actins showed an identical structure in terms of 

the presence of a non-translated exon, 8 translated exons and 8 introns 

including one following the non-translated exon. Conserved gt/ag rule was 
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consistent in every exon-intron boundary region. From the bioinformatic 

analysis of the regulatory upstream region of each actin isoform, various 

putative motif sites targeted by different transcription factors were predicted. 

They included sites for ATF-1, C/EBP, GKLF, MyoD, MEF-2, and SMAD3, 

which have been known to be involved in cell differentiation and growth. In 

addition, motifs for stress/immune-response factors such as AP1, AHR, GR, 

MTF-1, HIF-1 and IRFs as well as potential binding sites for some factors 

related with lymphocytes such as E2A, LEF-1 and TCF-1 were also 

predictable.  In spite of very high sequence identity among actin isoforms, 

their mRNA expression patterns were highly isoform-dependent and the 

patterns of tissue distribution were generally in congruent with their 

proposed functions. Mud loach ACTA1 mRNA was observable in wide array 

of tissue types including gonadic tissues; however, in a quantitative term, its 

basal expression level was highly predominant in skeletal muscle. In case of 

ACTC1, mRNA expression was detectable in less number of tissues than was 

ACTA1 with the highest expression level in heart. On the other hand, 

ACTA2 showed more ubiquitous distribution of mRNA expression across 

tissues in which highest expression was found in intestine/spleen. During 

embryonic development ACTA1/ACTC1 mRNA expression began to appear 

at the time of myotome formation, peaked at the period from hatching to yolk 

sac absorption and reduced afterward the first feeding (3 days post 

hatching). On the other hand, ACTA2 mRNA expression was not clearly 

observable during pre-hatching period. Onset expression was apparent from 

hatching, peaked at the period from 2 to 4 days after hatching, and then 

reduced afterward. In summary, findings from this study suggest that the 

three actin isoforms from mud loach be regulated highly in an isoform-

specific manner in adult tissues and developing embryos, in spite of their 
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extremely high structural homology. Data from the present study could be a 

good basis for future study not only to gain a deeper insight into the 

functional diversification or neofunctionalization of alpha actin isoforms in 

vertebrate lineage and also to utilize the actin regulators for genetic 

manipulation with various theoretical and practical research purposes. 
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I. 서론 

 

 

 Actin은 근육 수축, 세포의 운동성, 세포 분열, 기관 운동, 세포 신경전달, 

세포 결합이나 세포 형태 형성 등 진핵 세포에서 다양한 기능을 담당하는 

필수적인 단백질이다(Doherty and McMahon, 2008). 척추동물의 경우 크

게 alpha, beta 그리고 gamma의 분류로 나누어지며 기능에 따라 sub-

isoform을 가진다. 이 중 alpha actin은 α-skeletal, α-aortic smooth 

그리고 α-cardiac의 sub-isoform이 있으며 actin isoform은 아미노산 

수준에서 매우 유사한 형태이지만 세포 내에서 각각의 독립된 기능을 수행

하는 것으로 알려져 있다(Perrin and Ervasti, 2010). 포유류에서 일반적

으로 알려진 alpha actin의 sub-isoform별 기능을 보면 α-skeletal 

actin은 골격근육 형성(Gunning et al., 2000), α-aortic smooth actin은 

근육섬유모세포 형성(Nagamoto et al., 2000)하며 α-cardiac actin은 근

육원섬유 마디 형성에 관여한다(Sartorelli et al., 1993). 어류의 경우는 

대부분 종에 성장 단계에 따라 그 정도는 차이가 있지만 일반적으로 생활

사 전반에 걸쳐 근육성장이 이루어지는 차이점이 있다(Johnston et al., 

2011). 때문에 어류를 대상으로 한 근육 성장 관련 유전자들의 발굴과 연

구는 척추동물의 근육 성장에 관한 기능 분화(functional diversification) 
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및 분자 진화(molecular evolution)의 연구 측면에서 중요시될 뿐만 아니

라, 유용 어류(양식 어류)의 성장 관련 형질의 기능 해석 및 이를 기반으

로 한 육종 연구의 소재로서도 중요시된다(Koumans et al., 1993; 

Watabe, 1999). 하지만 actin의 기능들에 관한 많은 연구 정보가 축적되

어 있는 포유류와 달리, 어류에서는 그간 여러 어종들에서 actin 염기서열

의 정보가 GenBank등 공개된 데이터베이스에 등록되어 있음에도 불구하

고, 대부분 단일 actin isoform의 단편적인 정보들이 대부분이며 특정 단

일 어종으로부터 다양한 actin isoform 서열들을 함께 비교, 분석한 연구 

정보는 일부 보고들을 제외하면 극히 제한적인 상태이다(Venkatesh et al., 

1996).  뿐만 아니라 어류에서는 세 종류의 alpha actin isoform들의 조

직 별 발현 및 발생단계에서의 차등 발현 등을 동일 어종에서 비교한 정보

가 거의 없음은 물론(Venkatesh et al., 1996; Kusakabe et al., 1999; 

Kim and Nam, 2009), actin isoform들간 차등 발현 조절을 기본적으로 

담당하는 각 isoform의 프로모터 및 조절영역(upstream regulatory 

region)에 관한 비교 연구는 어류에서 거의 이루어진 바 없다. 

 미꾸라지(mud loach, Misgurnus mizolepis)는 분류학적으로 경골어강

(Osteichthyes) 잉어목(Cypriniformes), 미꾸리과(Cobitidae)에 속하는 

종으로 우리나라 전 하천 영역에 존재하는 주요 담수어류로서 식용 등의 

목적으로 생산되는 양식 어종이다. 상업적 생산뿐만 아니라 미꾸라지는 척

추동물 유전학 및 육종학 연구를 위한 실험 모델 동물로서도 많은 장점을 
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갖고 있다. 예컨대, 미꾸라지는 단일 개체로부터 충분한 수의 자손을 한번

에 확보할 수 있는 높은 산란(포란)력을 가지며, 체외 수정을 통해 투명하

고 빠른 난 발생을 보이는 시료의 확보가 매우 용이하고, 적절히 조절되는 

실험실 사육 조건에서의 인공 다산란(induced multiple spawning) 기술이 

정착되어 있으며, 성분화(sex differentiation)의 인위적인 조절이 가능한 

여러 장점을 갖고 있다(Nam et al., 1999). 이러한 장점에 힘입어 그간 배

수체(Nam et al., 2001a), 단성 집단 생산(Nam et al., 2002), 잡종 유도

(Park et al., 2006) 및 유전자 이식(Nam et al., 2001b) 등 분자유전육종 

연구 소재는 물론, 최근 본 어종으로부터 유용 유전자 발굴 및 기능 분석

에 관한 연구들 (Nam et al., 2011; Cho et al., 2012;  Kim et al., 2014)

이 활발히 이루어지고 있다. 이에 본 연구는 미꾸라지를 실험 모델로 이용

하여, 경골 어류의 alpha actin isoform들의 구조와 기능을 비교연구함으

로써 어류 alpha actin 유전자의 기능 분화와 조절에 관한 기초 정보를 제

공하고자 하였으며, 나아가 향후 actin 유전자 및 프로모터를 기반으로 한 

분자육종연구 및 유전자조절 기술 개발에 유용 소재를 제공하고자 하였다. 

따라서 본 연구에서는 연구 목표를 달성하기 위해서 미꾸라지(M. 

mizolepis)에서 발현하는 서로 다른 alpha actin 유전자를 분리, 유전자의 

구조적 특징을 분석하고 이와 아울러 각 isoform들의 조직별 및 발생단계

별 차등 발현 특징을 분석함으로써 해당 isoform들의 기능 분화를 분석하

고자 하였다. 
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II. 재료 및 방법 

 

 

2.1. 미꾸라지 alpha actin 유전자 isoform들의 cDNA 클로

닝 

 

 

2.1.1. NGS 데이터베이스 및 GenBank 염기서열 정보 검색 

 Alpha actin isoform들을 탐색하기 위해 사용한 미꾸라지의 next 

generation sequencing (NGS) 데이터베이스는 배(embryo), 치어의 전어

체(whole body) 및 미꾸라지 성체의 다양한 조직들을 대상으로 구축된 

데이터베이스였다. 데이터베이스 검색을 통해서 각 isoform을 탐색하여 

Sequencher (Gene Codes, USA) 분석 프로그램을 이용하여 contig를 제

작, 각 isoform별로 FASTA 파일을 확보하였다. 각 isoform 단편들을 대

상으로 GenBank BlastX (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 검색을 

통해 GenBank에 등록된 서열들과의 상동성을 확인하였다. 또한 ORF 

finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html)를 이용하여 확보한 

염기서열 단편들의 open reading frame (ORF) 영역의 보존상태를 확인하

였다. 
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2.1.2. Isoform 별 full-length cDNA 클로닝  

 비번역 영역(untranslated region)에서 cDNA 클로닝 용 프라이머와 

alpha actin 유전자의 isoform별 RT-PCR 프라이머를 디자인 하였다

(Table 1). 디자인 한 cDNA 클로닝 용 프라이머를 이용해 ACTA1은 근

육 조직, ACTC1은 심장과 근육 조직, ACTA2는 장 조직에서 추출한 미

꾸라지 cDNA를 산물로 하여 PCR을 수행하였다. PCR은 AccuPower® 

Profi Taq PCR premix (Bioneer, Korea)를 이용하였으며, PCR cycle은 

35회로 95 ℃로 pre-denaturation 2 분, 95 ℃로 denaturation 20 초, 

58 ℃로 annealing 20 초, 72 ℃로 extension 80 초 수행하였다. PCR 산

물은 1.0 % agarose gel에 전기영동 하여 확인하였고, 하나의 밴드로 나

타난 결과를 GeneAll® PCR SV kit (GeneAll, Korea)를 이용해 정제하였

으며 실험 방법은 kit의 프로토콜을 따랐다. 정제산물은 ㈜마크로젠에 시

퀀싱 의뢰하였고 결과는 Sequencher (Version 4.9, Gene Codes, USA)

를 이용하여 분석하였다. 분석한 cDNA 염기서열을 바탕으로 vectorette 

PCR 프라이머를 디자인하였으며 vectorette PCR을 수행하여 cDNA의 전

체 염기서열 중 5’ 및 3’ 비번역 영역을 결정하였다. Vectorette PCR에는 

미꾸라지의 cDNA library (excised phagemid stock)와 AccuPower® 

Profi Taq PCR premix (Bioneer, Korea)를 이용하였고, PCR cycle은 35 
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Table 1. Oligonucleotides used in this study 

 

Purpose Primer Sequence (5’ to 3’) 

Thermal 

cycling 

conditions 

Isolation of 

full-length cDNA 

MM ACTA1 1F ACCAACCAGTAAAACCAAC 

35 cycles at 

95 ℃ for 20 s, 

58 ℃ for 20 s, 

72 ℃ for 80 s 

qMM ACTA1 1R ACGGCTGAGGCTGATA 

MM ACTC1 1F CAGTCTTGTGCTACAACTC 

qMM ACTC1 1R AGACGGACGGGTAGCT 

MM ACTA2 1F GAGTAAGGAAGGACATCCGA 

MM ACTA2 1R GGGGAAGTAAAGGGTACGTT 

Vectorette PCR to 

5’-upstream 

region of ACTA1 

and ACTA1 

SK CGCTCTAGAACTAGTGGATC 35 cycles at 

94 ℃ for 30 s, 

58 ℃ for 30 s, 

72 ℃ for 30 s 

(1st) 

 

35 cycles at 

94 ℃ for 30 s, 

58 ℃ for 30 s, 

72 ℃ for 20 s 

(2nd) 

MM ACT iso vec 1R GTGTGGTGCCAGATCTTCTC 

MM ACT iso vec 2R CTCTTGCTCTGAGCCTCATC 

Vectorette PCR to 

5’-upstream 

region of ACTA2 

SK CGCTCTAGAACTAGTGGATC 

MM ACTA2 vec 1R CCACACGAAGCTCGTTGTAGAATGAA 

MM ACTA2 vec 2R ATCACTCCCTGGTGTCTGGGTCGA 

Vectorette PCR to 

3’-downstream 

region of ACTA1 

and ACTC1 

MM ACT iso vec 1F GTGCGACATTGACATCCGTA 35 cycles at 

94 ℃ for 30 s, 

58 ℃ for 30 s, 

72 ℃ for 30 s 

(1st) 

 

35 cycles at 

94 ℃ for 30 s, 

58 ℃ for 30 s, 

72 ℃ for 20 s 

(2nd) 

MM ACT iso vec 2F TGACCGTATGCAGAAGGAGA 

T7 TAATACGACTCACTATAGGG 

Vectorette PCR to 

3’-downstream 

region of ACTA2 

MM ACTA2 vec 1F CACCATGTACCCCGGTATTGCTGATA 

MM ACTA2 vec 2F CTGGTTCCCTAATTCTGCTATTGCTT 

T7 TAATACGACTCACTATAGGG 
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End-point 

RT-PCR 

qMM ACTA1 1F GTACTCTGTCTGGATCGGT 

28 cycles at 

95 ℃ for 20 s, 

60 ℃ for 20 s, 

72 ℃ for 20 s 

qMM ACTA1 1R ACGGCTGAGGCTGATA 

qMM ACTC1 1F GTACTCGGTTTGGATTGGC 

qMM ACTC1 1R AGAGCACGTCACAACTTTTA 

qMM ACTA2 1F CAAGTACTCCGTATGGATCG 

qMM ACTA2 1R TAGCAGAATTAGGGAACCAG 

Real-time 

RT-PCR 

qMM ACTA1 1F GTACTCTGTCTGGATCGGT 

45 cycles at 

95 ℃ for 10 s, 

60 ℃ for 20 s, 

72 ℃ for 20 s 

qMM ACTA1 1R ACGGCTGAGGCTGATA 

qMM ACTC1 1F GTACTCGGTTTGGATTGGC 

qMM ACTC1 1R AGAGCACGTCACAACTTTTA 

qMM ACTA2 1F CAAGTACTCCGTATGGATCG 

qMM ACTA2 1R TAGCAGAATTAGGGAACCAG 

Real-time 

RT-PCR of 

18S rRNA 

qMM 18S 1F AAGCTCGTAGTTGGATCTCG 

qMM 18S 1R GCCTGAATACGCAGCTAGG 
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회이며, 94 ℃로 pre-denaturation 2 분, 94 ℃로 denaturation 30 초, 

58 ℃로 annealing 30 초, 72 ℃로 extension 30 초(primary PCR) 및 

20 초(nested PCR) 수행하였다. 5’ 및 3’ 방향으로 PCR을 연속 2 회 수

행하였으며, 1.5 % agarose gel에 전기영동을 하고 Gel Doc™ XR (Bio-

Rad, USA)과 소프트웨어 프로그램인 Image Lab(version 3.0; Bio-Rad)

으로 분석하였다. 전기영동 분석은 primary 및 nested PCR 산물을 모두 

확인하였지만 nested PCR 결과에서 사이즈가 큰 밴드를 분리▪정제하여 시

퀀싱 하였다. 정제는 GeneAll® Gel SV kit (GeneAll, Korea)를 이용하였

으며 실험 방법은 kit의 프로토콜을 따랐다. PCR 산물 15 μl를 1.0 % 

agarose gel에서 130 V 전기영동 수행한 후 UV illuminator에서 목적 밴

드를 절단하여 1.5 ml tube에 넣고 gel 무게를 측정하였다. 측정한 Gel 무

게의 3 배 volume의 GB (gel binding) buffer를 넣고 녹인 후, gel 무게

의 1 배 volume의 iso-propanol을 넣고 mixing 하였다. 이를 gel 

binding spin column에 옮긴 후 원심분리를 수행하였고 Collection tube에 

모인 용액을 제거 한 후 NW (nuclear washing buffer) buffer로 

washing을 2 회 수행하였다. Spin column의 membrane에 남아 있는 

ethanol 성분을 완전히 제거하기 위해 추가로 원심분리를 수행하고 spin 

column을 1.5 ml tube에 옮겨 정제산물을 EB (elution buffer)로 회수하

였다. 정제산물 1 μl와 1X dye solution 5 μl를 혼합하여 1.0 % 
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agarose gel에서 정제결과를 확인하였고, 3 μl의 정제산물을 TA cloning

에 이용하였다. 3 μl의 정제산물에 1 μl (50 ng)의 pGEM T-easy 

vector (Promega, USA), 5 μl의 2X Rapid ligation buffer 그리고 1 μl

의 T4 DNA ligase (3 units / μl)를 처리하여 10 μl volume으로 12 ℃

에서 12 시간 반응하였다. 박테리아 transformation은 XL-1 blue MRF’ 

(Stratagene, USA)를 숙주로 이용하였다. Competent cell glycerol stock 

(- 80 ℃)은 얼음에서 녹여 재조합 벡터와 혼합하였으며, 재조합 벡터를 

박테리아에 삽입하기 위해 42 ℃에서 90 초간 heat shock 반응을 가하고 

ice에서 2 분간 반응시켰다. 이를 800 μl의 SOC 배지와 혼합하여 37 ℃

에서 50 분간 배양하고, 배양된 균을 X-gal/IPTG ampicillin LB에 도말

하였다. 배지는 37 ℃에서 15 시간 배양 후 GeneAll® Exprep

™ Plasmid SV mini (GeneAll, Korea)을 이용하여 plasmid DNA를 추출

하였다. 결과는 0.7 % agarose gel에 전기영동 하여 확인하였고 plasmid 

DNA는 PCR product와 함께 시퀀싱 분석에 이용하였다. 

 이와 같이 vectorette PCR을 통해 확보한 full-length cDNA를 최종적

으로 확인하기 위해 염기서열의 5’ 및 3’ 말단에 가까운 위치의 프라이머

로 RT-PCR을 수행하였다. 주형산물은 처음 cDNA 실험에 이용한 조직

별 샘플에 해당하며 ACTA1은 근육, ACTC1은 심장과 근육, ACTA2는 

장 조직을 이용했다. 실험 조건과 분석 방법은 상기의 방법과 동일하며 시
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퀀싱 완료 후에 genomic 유전자와 multiple alignment 수행하여 일치하는

지 확인하였다. 

 

 

2.2. 미꾸라지 alpha actin isoform들의 genomic DNA 클

로닝 

 

 

2.2.1. Genomic DNA의 PCR 분리 

 앞서 확보한 cDNA 염기서열을 바탕으로 genomic DNA의 구조를 밝히

기 위해 gDNA를 이용한 PCR을 수행하였다. PCR은 Kyratec PCR cycler 

(Kyratec, Germany)와 AccuPower® Profi Taq PCR premix (Bioneer, 

Korea)를 이용하였으며 미꾸라지 성체에서 확보한 gDNA 2 μl로 PCR을 

수행하였다. 프라이머는 cDNA 클로닝에 사용한 것과 동일한 것을 이용하

였다(ACTA1: MM ACTA1 1F-qMM ACTA1 1R, ACTC1: MM ACTC1 

1F-qMM ACTC1 1R, ACTA2: MM ACTA2 1F-MM ACTA2 1R). PCR 

cycle 수는 35회 였으며, 열 순환 조건은 95 ℃로 pre-denaturation 2 

분, 95 ℃로 denaturation 30 초, 58 ℃로 annealing 30 초, 68 ℃로 

extension 6 분, 68 ℃로 final extension 5 분을 수행하였다. 결과를 확인
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하기 위해 0.7 % agarose gel에서 130 V로 전기영동 수행하였고 Gel 

Doc™ XR (Bio-Rad, USA)과 소프트웨어 프로그램 Image Lab (version 

3.0; Bio-Rad)으로 분석하였다. 분석 후 PCR 산물을 GeneAll® Gel SV 

kit (GeneAll, Korea)를 이용하여 정제하였으며 정제 방법은 프로토콜을 

따랐다. 정제한 산물은 TA cloning을 하였고 plasmid DNA 추출 후 양 

방향으로 primer walking 방법을 통해 시퀀싱을 실시하였고 Sequencher 

(Version 4.9; Gene Codes, USA)를 이용하여 분석하였다.  

 

 

  2.2.2. Genome walking을 이용한 5’-upstream 조절영역 클로닝 

 프로모터는 유전자의 전사조절인자(transcription factor)들이 결합하는 

염기서열 부위로 전사조절인자는 유전자의 정보를 읽고 RNA 중합효소와 

결합하여 전사를 조절하는 역할을 한다. 즉 유전자의 발현 과정을 담당하

는 전사인자를 분석하기 위해 genome walking으로 프로모터 영역의 염기

서열을 확인하였다. Genomic DNA libraries는 Genome Walker™ 

Universal Kit (Clontech, USA)을 이용하여 kit의 프로토콜을 따라 제작

한 것을 사용하였다. 이는 미꾸라지의 DNA를 DraI, EcoRV, PvuII 및 

StuI 네 종류의 restriction enzyme으로 각각 처리한 후 genome walker 

adaptor를 부착 후 정제를 통해 제작하였다. Genomic DNA libraries를 
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주형으로 이용하여 genome walking은 첫 번째 exon부터 5’ 방향으로 진

행하였으며, non-translated exon upstream 쪽으로 충분한 길이(> 2 kb)

의 염기서열을 확보하기 위해서 genome walking PCR을 반복 수행 하였

다. Isoform별로 반복 수행 횟수는 ACTA1은 5 회, ACTC1은 2 회 그리

고 ACTA2는 3 회 반복하였다. 

 

 

2.3. 생물정보 분석 

 

 

  2.3.1. 분자계통 및 아미노산 서열 특징 분석 

 미꾸라지의 alpha actin 유전자 isoform들을 비롯하여 현재 GenBank에 

등록된 여러 어류 및 사람의 alpha actin 유전자를 대상으로 분자계통 분

석을 수행하였다. GenBank에 등록된 alpha actin 유전자들은 isoform의 

종류를 확인 가능한 것과 그렇지 않은 것이 있었으며 검색결과 중 partial

로 확보할 수 있는 아미노산은 데이터에서 제외시켰으며, 이렇게 정리한 

아미노산 서열은 총 71개였다(Table 2). 각 isoform별로 분류 가능한 서

열들은 ClustalW (http://www.genome.jp/tools/clustalw/) 프로그램을 이

용하여 다중 서열 배열 분석(multiple sequence alignment)을 수행하였다.
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Table 2. Information on alpha actin genes used for molecular phylogenetic analysis 

 

Species Gene name Gene
a
 Accession No. 

Carassius auratus skeletal alpha-actin acta1 AY690421 

Callorhinchus milii actin, alpha, cardiac muscle 1 ACTC1 NM_001292164 

Callorhinchus milii actin, alpha 2, smooth muscle, aorta ACTA2.1 JX208181 

Callorhinchus milii actin, alpha 2, smooth muscle, aorta ACTA2.2 JX207891 

Cobitis choii skeletal alpha-actin 1.1 acta1.1 GU568244 

Cobitis choii skeletal alpha-actin 1.2 acta1.2 GU568245 

Coryphaenoides acrolepis skeletal alpha-actin type-2 acta1.2 AB021650 

Coryphaenoides acrolepis skeletal alpha-actin type-1 acta1.1 AB021649 

Coryphaenoides cinereus skeletal alpha-actin type-2 acta1.2 AB021652 

Coryphaenoides cinereus skeletal alpha-actin type-1 acta1.1 AB021651 

Coryphaenoides armatus skeletal alpha-actin type-2a acta1.2a AB086240 

Coryphaenoides armatus skeletal alpha-actin type-2b acta1.2b AB086241 

Cyprinus carpio skeletal muscle alpha-actin ACTA1.1 AY395870 

Cyprinus carpio skeletal alpha-actin acta1 D50028 

Cyprinus carpio skeletal muscle actin, partial acta1 AY309091 

Clupea harengus actin, alpha cardiac muscle 1-like ACTC1 NM_001309832 
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Clupea harengus alpha actin - GQ455648 

Clupea harengus actin, alpha skeletal muscle 2-like acta1.2 NM_001309834 

Clupea harengus alpha actin - EF495203 

Danio rerio Actin, alpha 1, skeletal muscle ACTA1 BC045406 

Danio rerio cardiac muscle alpha actin 1 ACTC1 NM_001002066 

Danio rerio Actin, alpha 2, smooth muscle, aorta acta2.2 BC075896 

Danio rerio Actin, alpha 2, smooth muscle, aorta acta2.2 AY398305 

Danio rerio actin, aortic smooth muscle acta2 NM_212620 

Danio rerio actin, alpha cardiac muscle 1 acta1 NM_131591 

Danio rerio actin, alpha skeletal muscle actc1 NM_214784 

Danio rerio actin, alpha cardiac muscle 1 actc1.1 NM_001001409 

Danio rerio actin, gamma-enteric smooth muscle actg1 NM_001017750 

Dicentrarchus labrax alpha actin - FJ716131 

Epinephelus coioides alpha actin - GU982542 

Gadus chalcogrammus alpha skeletal actin-1 acta1.1 AB073379 

Gadus chalcogrammus alpha skeletal actin-2 acta1.2 AB073380 

Gadus morhua fast skeletal muscle alpha-actin acta1 AF500273 

Hemibarbus mylodon skeletal alpha-actin acta1 FJ713567 

Hemibarbus mylodon aortic alpha-actin acta2 FJ713568 
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Hemibarbus mylodon muscle actin type 1 - FJ713569 

Homo sapiens actin, alpha skeletal muscle ACTA1 NM_001100 

Homo sapiens alpha-cardiac actin ACTC1 J00070 

Homo sapiens alpha-actin ACTA2.1 J05192 

Homo sapiens actin, aortic smooth muscle ACTA2.2 J05192 

Ictalurus punctatus actin alpha sarcomeric/cardiac ACTC1 NM_001201266 

Ictalurus punctatus alpha actin - AF228714 

Larimichthys crocea Actin, alpha cardiac muscle 1 ACTC1 KQ042511 

Nannobrachium regale alpha actin - AF503592 

Notothenia coriiceps alpha actin ACTA1 AF503590 

Oreochromis mossambicus alpha-actin ACTA1 AB037866 

Oryzias latipes actin, alpha skeletal muscle OlMA1 NM_001104806 

Oryzias latipes cardiac muscle actin ACTC1 AB016259 

Pagrus major skeletal muscle alpha actin 1 ACTA1.1 AB360966 

Pagrus major cardiac muscle alpha actin ACTC1 AB360965 

Pagrus major skeletal muscle alpha actin 2 ACTA1.2 AB360967 

Pleurogrammus azonus alpha skeletal actin acta1 AB073381 

Rachycentron canadum alpha actin-3 - HM754623 

Salmo salar actin alpha 1-1 actc1.1 BT043779 
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Salmo salar actin, alpha 1-2 actc1.2 BT043780 

Salmo salar actin, alpha 1-3 actc1.3 BT043781 

Salmo trutta alpha actin - AF267496 

Salmo trutta cardiac muscle actin actc1 AF303985 

Scleropages formosus actin, alpha cardiac muscle 1-like ACTC1 JARO02004142 

Scleropages formosus actin, alpha cardiac muscle 1-like ACTC1 JARO02007090 

Scomber scombrus alpha actin - EF607093 

Siniperca chuatsi skeletal muscle alpha-actin ACTA1 AY395872 

Sparus aurata skeletal alpha-actin ACTA1 AF190473 

Sphyraena idiastes alpha actin - AF503593 

Takifugu rubripes alpha actin actc1.1 U38959 

Takifugu rubripes alpha actin acta1.2 U38958 

Takifugu rubripes alpha actin actx U38962 

Takifugu rubripes alpha actin actc1.3 U38961 

Takifugu rubripes alpha actin actc1.2 U38960 

Takifugu rubripes alpha-skeletal actin1 acta1.1 U38850 

Trematomus bernacchii alpha actin - AF503589 

a The gene nomenclature not provided.
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MEGA program (version 6.0; http://www.megasoftware.net/)을 이용하

여 분자계통 분석을 하기 위해 multiple sequence alignment 수행 전 

output format을 FASTA로 설정하여 수행하였다. Alignment하여 저장된 

FASTA 파일은 MEGA program에서 분석하기 위해 이를 MEGA format

으로 변환하였다. Alpha actin 유전자의 종간 유연관계를 확인하기 위해 

neighbor-joining method를 통하여 검색을 실시하였고(Kim and Nam, 

2009) 결과값에 따라 model을 Jones-Taylor-Thornton (JTT)로 선정

하였다. 이 때 계통 수(phylogenic tree)의 topology (clade 형성)의 신뢰

도를 평가하기 위해서 bootstrap 분석을 1,000회 반복되도록 실시하였고 

gaps/missing data는 삭제 없이 분석하였다. 

 

 

  2.3.2. 프로모터 전사조절 인자 부착 예측 분석 

 Alpha actin 유전자 isoform들의 프로모터에 존재하는 전사조절 인자 

부착 위치들의 분포를 확인하기 위해 BIOBASE의 TRANSFAC 

(https://portal.biobase-international.com/)을 이용하여 alpha actin 

유전자 isoform들의 non-translated exon을 기점으로 5’ 방향 염기서열 

2 kb를 분석하였다. 설정 항목의 analysis method는 match-search for 

TF binding site를 선택하고, profile (group of matrices)은 

척추동물(vertebrate)로 설정하였으며 cut-offs는 minimize false 
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positive를 기본으로 하여 1차 선발하였다. 이 가운데 종래의 문헌 등을 

참고하여 alpha actin 유전자의 기본적인 역할 및 기능과 관련이 있다고 

판단되는 인자들, 그리고 alpha actin 유전자의 잠재적인 차등 발현 유발과 

관련이 있을 수 있다고 판단되는 인자들을 위주로 재선발하였다. 선정한 

인자들은 core score와 matrix score의 점수 중 한 가지는 1.00점을 

가지며 나머지 또한 0.99점 이상인 것을 선정하여 isoform별 비교 분석에 

이용하였다. 

 

 

2.4. 미꾸라지 alpha actin isoform들의 조직별 및 발생 

단계별 발현 분석 

 

 

  2.4.1. 실험어, 생체 시료 및 핵산 시료 확보 

 미꾸라지 alpha actin 유전자 isoform별로 성체의 조직 별 발현 패턴을 

조사하기 위해 실험실에서 사육하고 있는 성숙한 암컷 6미와 수컷 6미의 

개체를 조직별로 샘플링을 수행하였다. 모든 미꾸라지 개체(30.1±3.6 

g)로부터 뇌, 눈, 지느러미, 아가미, 심장, 장, 신장, 간, 근육, 비장, 피부 

및 암컷의 난소와 수컷의 정소 또한 확보하였다. 그리고 시간대별 수정란 



１９ 

및 자어 확보를 위하여 6미의 암컷과 수컷에서 확보한 pooling된 알과 

정액을 수정시켰다. 산란을 위한 호르몬 처리 및 인공 산란 유도 기술은 

선행 연구를 참고하였다(Kim et al., 1994). 수정란 유지 온도는 

25±1 ℃로 부화까지 유지하였다. 평균 수정률과 부화율은 각각 98.5 % 

및 89.3 %였고, 샘플링을 위하여 약 300 개의 수정란과 100미에서 

150미 가량의 자어를 사용하였다. 샘플링은 수정 후 0 (수정 직후), 2, 4, 

6, 8, 12, 16, 20 및 24 시간(hours post fertilization, HPF)까지 

수행하였고, 부화 직후 0 일부터 1, 2, 3, 4, 5, 6 및 7 일(days post 

hatching, DPH)까지 자어를 샘플링 하였다. 

 

 

  2.4.2. End-point RT-PCR 분석 

 End-point RT-PCR은 AccuPower® PCR premix 20 (Bioneer, Korea)

를 이용하였고, 내재 대조군(internal control) 유전자로 미꾸라지 18S 

rRNA를 사용하였다(Kim et al., 2014). RT-PCR은 각 조직에서 순수 분

리한 total RNA로부터 역전사(reverse transcription) 반응을 통해 합성

한 cDNA를 4배 희석 후 2 μl를 주형으로 사용하였다. PCR은 95 ℃에서 

2 분간 pre-denaturation 1회 수행 후 95 ℃로 denaturation 20 초, 60 ℃

로 annealing 20 초, 72 ℃로 elongation 20 초의 순환반응을 28회 진행

하였다. 이때 사용한 프라이머 쌍은 ACTA1의 경우 forward로 qMM 
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ACTA1 1F, reverse로 qMM ACTA1 1R, ACTC1의 경우 forward로 

qMM ACTC1 1F, reverse로 qMM ACTC1 1R, ACTA2의 forward로 

qMM ACTA2 1F, reverse로 qMM ACTA2 1R를 사용하였다. 예상 되는 

증폭산물의 크기는 ACTA1은 148 bp, ACTC1은 151 bp 그리고 ACTA2

는 163 bp였다. End-point RT-PCR의 결과는 1.5 % agarose gel에 전

기영동을 수행하였고, 이를 Gel Doc™ XR (Bio-Rad, USA)의 소프트웨어 

프로그램인 Image Lab (version 3.0; Bio-Rad)을 이용하여 분석하였다. 

 

 

  2.4.3. Real-time RT-PCR 분석 

 Real-time RT-PCR은 LightCycler® 480 II Real-Time PCR System 

(Roche Life Science, Swiss)과 앞서 end-point PCR에 사용한 cDNA 

주형을 이용하여 실시하였다. Multiwell Plate 96를 이용하여 4 배 희석한 

cDNA 2 μl와 3 차 증류수 4 μl, forward/reverse primer 2 μl, 그리고 

LightCycler® 480 SYBR Green I Master 10 μl를 혼합하여 PCR 반응 

조성물을 제조하였고 이를 실험에 이용하였다. Alpha actin 유전자 

isoform별로 사용한 프라이머 쌍은 end-point RT-PCR에 사용한 것과 

동일한 것을 사용하였으며, internal control gene으로 사용한 18S rRNA

의 경우 forward primer로 qMM 18S 1F와 reverse primer로 qMM 18S 
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1R를 이용하였다. Real-time RT-PCR 결과는 소프트웨어 프로그램 

LightCycler® 480 Software (version 1.5; Roche Life Science, Swiss)

으로 실시간 관측하였다. PCR 결과 분석을 위해 2^-ddCt 방법으로 조직

별 및 발생단계별 샘플의 발현을 비교하였고, Student’s t test 또는 one-

way ANOVA (Duncan’s multiple range test)를 이용하여 통계적 유의차

를 P = 0.05 수준에서 검증하였다. 



２２ 

III. 결과 

 

 

3.1. 미꾸라지 ACTA1, ACTC1 및 ACTA2의 cDNA 및 

아미노산 서열의 특징 

 미꾸라지의 ACTA1의 cDNA는 5’ untranslated region (UTR)이 44 bp, 

단백질을 암호화 하고 있는 영역인 ORF (종결코돈 제외)가 1131 bp, 그

리고 3’ UTR (종결코돈 taa 포함)이 123 bp로 구성되어 있었다. 

Polyadenylation signal은 poly (A+) tail로부터 - 20 bp에 위치하고 있

었고 염기서열은 aataaa로 나타났다(Fig 1). 두 번째로 ACTC1의 cDNA

는 44 bp의 5’ UTR, 1131 bp의 ORF, 그리고 121 bp의 3’ UTR 로 구성

되어 있었다. 또한 ACTC1의 polyadenylation signal은 poly (A+) tail로

부터 - 23 bp에 있었으며 염기서열은 aataaa로 나타났다(Fig 2). 마지막

으로 ACTA2의 cDNA는 5’ UTR이 76 bp, ORF가 1131 bp, 3’ UTR이 

421 bp로 나타났으며, polyadenylation signal은 poly (A+) tail로부터 - 

26 bp와 – 10 bp로 두 곳을 확인하였으며 염기서열은 aataaa로 나타났다

(Fig 3). 
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Fig 1. Representative cDNA sequence and deduced amino acid 

sequences of mud loach ACTA1. Figures on left and right sides 

indicate number of nucleotides and amino acids, respectively. Coding 

sequence and amino acids are noted by boldface letters. Asterisk 

indicates the stop codon (taa). Putative polyadenylation signal (aataaa) 

is underlined. Three amino acid residues and their codons proposed 

for the isoform signature motif are boxed. 
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Fig 2. Representative cDNA sequence and deduced amino acid 

sequences of mud loach ACTC1. Figures on left and right sides 

indicate number of nucleotides and amino acids, respectively. Coding 

sequence and amino acids are noted by boldface letters. Asterisk 

indicates the stop codon (taa). Putative polyadenylation signal (aataaa) 

is underlined. Three amino acid residues and their codons proposed 

for the isoform signature motif are boxed.
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Fig 3. Representative cDNA sequence and deduced amino acid 

sequences of mud loach ACTA2. Figures on left and right sides 

indicate number of nucleotides and amino acids, respectively. Coding 

sequence and amino acids are noted by boldface letters. Asterisk 

indicates the stop codon (taa). Putative polyadenylation signal (aataaa) 

is underlined. Three amino acid residues and their codons proposed 

for the isoform signature motif are boxed. 
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 미꾸라지의 ACTA1, ACTC1 및 ACTA2의 아미노산 서열 수는 모두 

377개이며, 등전점(pI) 값과 분자량이 비슷한 특징이 있었다. 등전점은 

ACTA1과 ACTC1은 5.22로 동일하고 ACTA2는 5.23였으며, 분자량은 

ACTA1이 41958.9, ACTC1은 41974.9 그리고 ACTA2는 41994.9로 

나타났다. 또한 세 가지 미꾸라지 actin isoform들을 alignment할 경우 8 

곳에서 차이가 관찰되었다. 종래의 연구들을 참고하여(Venkatesh et al., 

1996; Kusakabe et al., 1999) 앞서 차이가 있는 아미노산 잔기 중 5, 

157 및 167번째 아미노산 잔기를 기준으로 미꾸라지 각 isoform의 motif 

signature를 명명하였다[ACTA1의 경우 Asp5/Ala157/Val167 (D/A/V 

form), ACTC1의 경우 Asp5/Ser157/Ile167 (D/S/I form), ACTA2의 경우 

Glu5/Ser157/Ile167 (E/S/I form)](Fig 4). 미꾸라지의 alpha actin 유전자

의 각 isoform과 다른 어류 및 사람의 orthologue들을 alignment한 결과, 

미꾸라지의 ACTA1은 잉어목(Cypriniformes) 어류인 잉어(Cyprinus 

carpio), 어름치(Hemibarbus mylodon)와 99 % 이상의 상동성을 보였고 

잉어목 외의 여러 어류들의 경우에도 97 % 이상의 높은 상동성을 보였다. 

상기 미꾸라지 ACTA1의 motif로 설정한 DAV signature는 alignment한 

모든 어종의 ACTA1 orthologue에서 공통적으로 나타나지는 않았으며, 

잉어목(Cypriniformes)의 잉어(C. carpio), 농어목(Perciformes)의 쏘가

리(Siniperca chuatsi)∙참돔(Pagrus major)∙모잠비크 틸라피아

(Oreochromis mossambicus) 및 지중해 돔(Sparus aurata)에서 미꾸라 
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Fig 4. Multiple amino acid sequence alignment of mud loach alpha 

actin isoforms. Dots in ACTC1 and ACTA2 indicate the same amino 

acids with ACTA1 at respective positions. Three amino acid residues 

proposed for isoform signature motifs are boxed. Calculated molecular 

weight (Da) and theoretical pI value for each isoform are also 

provided.
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지와 동일하게 DAV motif가 관찰되었다(Fig 5). ACTC1을 alignment 한 

결과, 열 종의 어류 중 잉어목(Cypriniformes)의 제브라피쉬(Danio 

rerio), 메기목(Siluriformes)의 차넬메기(Ictalurus punctatus), 동갈치목

(Beloniformes)의 송사리(Oryzias latipes), 복어목(Tetraodontiformes)

의 자주복(Takifugu rubripes) 그리고 농어목(Perciformes)의 참돔(P. 

major)은 미꾸라지와 동일하게 D/S/I의 아미노산 motif 형태를 보였으며 

모든 어류는 미꾸라지와 97 % 이상의 아미노산 상동성이 나타났다(Fig 6). 

ACTA2는 아미노산 alignment 결과 모든 어류에서 98 % 이상의 상동성

을 보였고 motif 또한 모두 E/S/I의 형태로 보였다. 함께 alignment 한 어

류의 종류로는 잉어목(Cypriniformes)의 어름치(H. mylodon)와 제브라피

쉬(D. rerio), 은상어목(Chimaeriformes)의 퉁소상어(Callorhinchus milii)

가 포함되어 있다(Fig 7). 

 

 

3.2. 미꾸라지 alpha actin isoform들의 분자계통학적 분석 

 

 

 Alpha actin 유전자의 분자계통학적 분석 결과 본 논문의 분석에서 이용

한 사람과 어류의 alpha actin 유전자들은 monophyletic group을 형성하

였다(Fig 8). Tree의 시작 지점에서 크게 두 개의 가지로 나뉘는데 한 쪽 
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Fig 5. Multiple amino acid sequence alignment of mud loach ACTA1 

along with orthologues from teleosts and human. Three amino acid 

residues proposed for signature motif of mud loach alpha actin 

isoforms are indicated by asterisks. In the alignment, the residues 

showing the same amino acids with mud loach ACTA1 are shaded. 

Species abbreviations are as follow. MM=Misgurnus mizolepis, CC= 

Cyprinus carpio, HM= Hemibarbus mylodon,  OL=Oryzias lateipes, 

DR=Danio rerio, TR=Takifugu rubripes, SC= Siniperca chuatsi, PM= 

Pagrus major, NC=Notothenia coriiceps, OM=Oreochromis 

mossambicus, SA=Sparus aurata, HS=Homo sapiens  
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Fig 6. Multiple amino acid sequence alignment of mud loach ACTC1 

along with orthologues from teleosts and human. Three amino acid 

residues proposed for signature motif of mud loach alpha actin 

isoforms are indicated by asterisks. In the alignment, the residues 

showing the same amino acids with mud loach ACTC1 are shaded. 

Species abbreviations are as follow. MM=Misgurnus mizolepis, 

IP=Ictalurus punctatus, DR=Danio rerio, TR=Takifugu rubripes, PM= 

Pagrus major, LC=Larimichthys crocea, CH=Clupea harengus, 

CM=Callorhinchus milii, SF=Scleropages formosus, HS=Homo 

sapiens 
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Fig 7. Multiple amino acid sequence alignment of mud loach ACTA2 

along with orthologues from teleosts and human. Three amino acid 

residues proposed for signature motif of mud loach alpha actin 

isoforms are indicated by asterisks. In the alignment, the residues 

showing the same amino acids with mud loach ACTA2 are shaded. 

Species abbreviations are as follow. MM=Misgurnus mizolepis, 

HM=Hemibarbus mylodon, DR=Danio rerio, CM=Callorhinchus milii, 

HS=Homo sapiens
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Fig 8. Molecular phylogenic tree of alpha actin amino acid sequences 

assessed by MEGA program based on neighbor-joining algorithm. 

Mud loach alpha actin isoforms are boxed. Different isoform of amino 

acids in any clade are indicated by asterisks. Bootstrap values only 

higher than 50% are noted on the clades. 
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은 자주복(T. rubripes)의 actx가 있고, 나머지 한 쪽은 세 종류의 

isoform들이 큰 그룹을 형성하였다. 세 종류의 isoform은 각각의 clade를 

이루었고, 각 isoform에는 같은 목(order)의 어류가 묶이는 것도 있었다. 

ACTA1은 잉어목과 대구목 어류, ACTC1은 연어목 어류 그리고 ACTA2

는 은상어목의 어류가 clade를 이루는 것을 볼 수 있고 그 외의 clade에

는 여러 종류의 어류가 혼재하여 나타났다. 각각의 isoform clade에는 다

른 isoform이 나타나는 경우도 있었는데 ACTA1의 clade에는 어름치(H. 

mylodon)의 ACTA2와 청어(Clupea harengus) ACTC1의 아미노산 서열

이 하나씩 더 포함되어 있었고, ACTC1 clade에는 청어(C. harengus), 잉

어(C. carpio), 참돔(P. major)의 ACTA1이 포함되어 있었다. 그리고 

ACTA2 clade에는 어름치(H. mylodon) ACTA1의 아미노산 서열 한 가

지만 포함되어 있었다. 미꾸라지의 ACTA1은 잉어목 어류끼리 형성 된 

clade에 있었으며 이 그룹에는 잉어(C. carpio), 금붕어(Carassius 

auratus), 미호종개(Cobitis choii)가 포함되어 있었다. 미꾸라지 ACTC1

은 잉어목 어류를 제외한 동갈치목의 송사리(O. latipes), 연어목의 브라운

송어(Salmo trutta), 복어목의 자주복(T. rubripes)어류가 같은 clade에 

있었으며 목(order)은 다르지만 isoform의 종류는 같은 것으로 나타났다. 

미꾸라지 ACTA2는 ACTA1 calde와 같이 잉어목 어류도 포함되어 있지

만 은상어목의 퉁소상어(C. milii)와 영장류인 사람(Homo sapiens)도 포

함되어 있었다. 
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3.3. 미꾸라지 alpha actin isoform들의 genomic DNA 구

조 

 

 

 미꾸라지의 alpha actin 유전자 isoform들의 genomic DNA 염기서열을 

바탕으로 유전자 구조를 결정하였다(Fig 9). 미꾸라지 alpha actin 유전자 

isoform들은 모두 1개의 non-translated exon, 8개의 exon, 그리고 

8개의 intron으로 구성되어 있었으며, 각 exon-intron boundary 

영역에서 gt/ag 규칙을 잘 따르고 있었다. 또한 모든 isoform의 1 번 

exon에는 cDNA의 5’ UTR 일부 염기서열을 포함하여, 개시코돈 ATG가 

ACTA1의 21 bp, ACTC1는 23 bp 그리고 ACTA는 44 bp에 위치하였다. 

Alpha actin 유전자 isoform들의 exon 길이는 모든 isoform에서 

동일하게 나타나는데 그 길이는 1 번 exon이 129 bp (untranslated 

region 제외), 2 번 exon이 129 bp, 3 번 exon이 111 bp, 4 번 exon이 

85 bp, 5 번 exon이 162 bp, 6 번 exon이 192 bp, 7 번 exon이 182 bp 

그리고 8 번 exon이 144 bp로 확인되었다. Intron의 길이는 isoform별로 

서로 다르게 나타났으며 각 intron의 길이는 Table 3에 나타내었다. 

미꾸라지 alpha actin 유전자의 길이를 비교해봤을 때 non-translated 

exon부터 종결코돈까지 ACTA1은 3,011 bp, ACTC1은 3,107 bp 그리고 

ACTA2는 5,636 bp로 확인되었다.
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Fig 9. Schematic drawing to show genomic DNA structure of mud loach ACTA1, ACTC1 and ACTA2 isoforms. 

Each isoform possesses non-translated exon (NTE), 8 translated exons (noted by E1 to E8) and 8 introns 

including one following the NTE. Start codon (ATG) and stop codon (taa) are also indicated.
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Table 3. Summarized information on the mud loach 

alpha actin isoforms. 

  ACTA1 ACTC1 ACTA2 

cDNAs 

Total length (bp) a 1268 1273 1607 

5’ UTR (bp) 44 44 76 

3’ UTR (bp) b 123 121 421 

ORF (bp) c 1131 1131 1131 

Stop codon taa taa taa 

Polyadenylation signal aataaa aataaa aataaa 

Amino 

acids 

No. amino acids 377 377 377 

Molecular weight 41958.9 41974.9 41994.9 

Theoretical pI 5.22 5.22 5.23 

Amino acid motifs DAV DSI ESI 

gDNAs 

Non-translated exon (bp) 24 22 33 

Intron I (bp)d 876 849 1290 

Exon I (bp)e 149 (20) 151 (22) 172 (43) 

Intron II (bp) 182 445 1300 

Exon II (bp) 129 129 129 

Intron III (bp) 99 147 598 

Exon III (bp) 111 111 111 

Intron IV (bp) 99 77 329 

Exon IV (bp) 85 85 85 

Intron V (bp) 211 103 86 

Exon V (bp) 162 162 162 

Intron VI (bp) 87 91 646 

Exon VI (bp) 192 192 192 

Intron VII (bp) 82 138 88 

Exon VII (bp) 182 182 182 

Intron VIII (bp) 197 79 89 

Exon VIII (bp) 144 144 144 

a Excluding poly A(+) tail. 

b Including stop codon and excluding poly A(+) tail. 

c Excluding stop codon. 

d Between non-translated exon and exon I. 

e Exon I composed of untranslated region and translate region. In parentheses, length of untranslated 

region are indicated. 
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3.4. 미꾸라지 alpha actin isoform들의 프로모터 구조 및 

관련 전사조절 인자들의 예측 

 

 

 Genome walking을 수행한 결과 ACTA1은 3,143 bp, ACTC1은 

3,020 bp 그리고 ACTA2는 2,370 bp의 프로모터 영역 염기서열을 

확보하였다. 그러나 동일한 길이의 염기서열에서 전사조절 인자를 

비교하기 위해 모든 isoform에서 2 kb의 프로모터만 분석에 

이용하였다(Fig 10). 분석한 결과 세 isoform은 모두 TATA-less 

형태로 확인되었다. ACTC1에서 CCAAT box는 non-translated 

exon으로부터 – 915 bp, ACTA2의 경우는 – 1,849 bp에 위치했으며, 

ACTA1에서는 동일한 범위 내에 확인되지 않았다. CArG box 

(CC[W=A/T]6GG)로 추정되는 부분은 ACTA1과 ACTC1의 경우 

ccctaaaagg의 염기서열로 동일하게 나타났고, 위치는 non-translated 

exon부터 - 912, - 936 bp 지점으로 다르게 나타났다. ACTA2는 3 

곳의 염기서열이 CArG box로 추정되며, 염기서열은 ccaatgttgg (- 643 

bp), ccctataagg (- 144 bp), ccttgtttgg (- 92 bp)가 있었다. 전사인자 

중에는 근육 성장과 분화에 관련된 인자들이 있었으며 세 가지 

isoform에서 공통으로 나타난 종류는 myocyte enhancer factor-2 

(MEF-2)와 MyoD가 있었다. 또한 세포의 발생과 분화, 분열 등에  
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Fig 10. Comparison of putative transcription factor binding motifs in the regulatory regions of mud loach ACTA1, 

ACTC1 and ACTA2 genes. The 5’-flanking region (2 kb) upstream from non-translated exon of each isoform 

was analyzed with TRNASFAC software (https://portal.biobase-international.com/).
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관련된 인자로는 CCAAT-enhancer-binding proteins (C/EBP), 

kruppel-like factor 4 (GKLF), activating transcription factor 1 

(ATF-1) 그리고 mothers against decapentaplegic homolog 3 

(SMAD3)가 확인되었고, ATF-1의 경우는 ACTC1에만 확인하였다. 

ACTA1과 ACTC1에 공통으로 있는 면역관련 인자로는 interferon 

regulatory factors (IRFs)가 있었고, 이는 바이러스에 감염 시 

항단백질을 생산하는 인터페론을 조절한다. 그 외의 ACTA1의 면역관련 

인자는 aryl hydrocarbon receptor (AHR)과 c-jun이 있었으며, 

ACTC1은 glucocorticoid receptor (GR)을 갖고 있었다. ACTA2의 

면역관련 인자는 activator protein 1 (AP1), c-jun과 metal regulatory 

transcription factor 1 (MTF-1)이 있었으며, c-jun은 ACTA1에도 

동일하게 나타났다. MTF-1은 metallothionein의 발현과 관련 된 인자로 

중금속의 해독 및 대사와 관계가 있다. 저산소 자극에 반응하는 인자로는 

hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1)가 확인되었는데 이는 ACTA1과 

ACTA2에서 볼 수 있었다. Alpha actin isoform에서 림프구 생성과 관련 

된 인자도 확인할 수 있었으며, 공통으로 확인 된 인자로는 lymphoid 

enhancer-binding factor 1 (LEF-1), sterol regulatory element-

binding protein 1 (SREBP-1), transcription factor 7 (TCF-1) 등이 

확인되었고 ACTC1과 ACTA2에는 E2A도 추가로 확인하였다. 
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3.5. 미꾸라지 alpha actin isoform들의 mRNA 조직분포 

및 발현 특징 

 

 

 미꾸라지 alpha actin mRNA의 조직분포 양상을 확인하기 위해 암컷과 

수컷 개체의 12개 조직을 대상으로 end-point RT-PCR을 우선적으로 

수행하였다(Fig 11). ACTA1의 end-point RT-PCR 결과 눈, 아가미, 장, 

신장, 근육, 비장, 피부 조직에서 뚜렷한 밴드를 확인할 수 있었고 뇌, 

지느러미, 심장 그리고 간 조직에서는 다소 연한 밴드를 확인할 수 있었다. 

ACTC1의 end-point RT-PCR 결과 눈, 심장, 장, 근육 및 피부 

조직에서 뚜렷한 밴드를 확인할 수 있었으며, 그 외의 조직에서는 

상대적으로 낮은 발현을 예상할 수 있었다. ACTA2의 end-point RT-

PCR 결과, 실험 한 모든 조직에 분포하고 있는 것을 전기영동 밴드로 

확인할 수 있었고 조직에 따라 발현의 차이가 다소 나타났다. End-point 

RT-PCR 결과를 바탕으로 isoform들의 조직별 발현 양상을 정량적으로 

비교하기 위해 real-time RT-PCR을 수행하였다(Fig 12). Isoform별로 

real-time RT-PCR을 수행하여 얻은 Cp 값은 각 조직별 18S rRNA의 

Cp 값에 대해 △Ct 값을 구하고, △Ct 값이 가장 큰 조직을 calibrator로 

하여 △△Ct 값을 구하였다. 상기 방법을 따라 분석한 결과, ACTA1은 
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Fig 11. Distribution patterns and expression levels of alpha actin transcripts in female and male mud loach tissues, 

as assessed by end-point RT-PCR. Abbreviations for tissue types are brain (B), eye (E), fin (F), gill (G), heart 

(H), intestine (I), kidney (K), liver (L), skeletal muscle (M), spleen (S), skin (Sk), ovary (O) and testis (T).
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Fig 12. Distribution patterns and expression levels of ACTA1 (A), 

ACTC1 (B) and ACTA2 (C) transcripts in female and male mud loach 

tissues, as assessed by real-time RT-PCR. In real-time RT-PCR, 

Cp value calculated by SYBR Green I. Abbreviations for tissue types 

are brain (B), eye (E), fin (F), gill (G), heart (H), intestine (I), 

kidney (K), liver (L), skeletal muscle (M), spleen (S), skin (Sk) and 

gonad (Go). Asterisks indicate the significant difference in expression 

level between female and male based on the Student’s t test (P < 

0.05). 
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암컷의 난소(ACTA1의 calibrator)에 대해 암컷과 수컷 모두 근육 

조직에서 가장 높은 발현을 보였으며, 암컷의 근육은 20,664배, 수컷의 

근육은 8,361배 높은 값을 나타냈다. 근육 조직을 비롯하여 암컷과 

수컷의 조직 간에 발현 차이를 확인할 수 있었고 아가미, 장, 간 그리고 

피부 조직은 수컷보다 암컷에서 더 높은 발현을 보였다. 암수에서 근육 

조직 다음으로 높은 발현을 보이는 조직으로는 공통적으로 장과 피부로 

나타났다. 암컷과 수컷 간의 ACTA1 유의성을 검정하기 위해 Student’s t 

test (독립표본 T 검정)를 수행하였고, 통계처리는 P < 0.05 수준에서 

검토하였다. 암컷과 수컷 간 발현은 뇌, 지느러미, 아가미, 장, 간, 근육, 

비장 그리고 피부 조직에서 유의한 차이가 나타났다. ACTC1의 real-

time RT-PCR 결과, calibrator는 수컷의 간 조직을 이용하였으며, 수컷의 

간에 대해 암컷과 수컷의 심장 조직에서 가장 높은 발현을 보였다. 

Calibrator를 기준으로 암컷의 심장은 79만 배, 수컷의 심장은 28만 배 

이상의 값을 나타냈고, 동일한 조직임에도 불구하고 암수 간의 발현차이가 

약 2.8 배 차이가 나타났다. 또한 심장을 비롯하여 눈, 지느러미, 아가미, 

장, 간, 근육, 비장 그리고 피부 조직에서 수컷보다 암컷의 ACTC1이 더 

높은 발현을 하였다. 심장 조직의 다음으로 높은 발현을 하는 조직은 

암컷은 근육, 수컷은 눈 조직으로 나타났다. 암수 간 ACTC1의 유의성은 

Student’s t test를 수행하여 확인하였으며, 그 결과 눈, 지느러미, 아가미, 
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심장, 장, 간, 근육 그리고 피부에서 유의한 차이가 나타났다(P < 0.05). 

ACTA2의 real-time RT-PCR 결과, calibrator는 수컷의 피부 조직을 

이용하였으며 가장 높은 fold 값을 보이는 것으로 암컷의 경우는 장과 

비장 조직, 수컷은 비장과 장 조직 순으로 나타났다. 암컷과 수컷 사이에 

조직별 ACTA2 발현을 비교했을 때 수컷의 심장, 비장 그리고 정소 

조직의 발현은 암컷보다 높았으며 특히 정소의 ACTA2는 난소의 것보다 

10.5배 높은 발현이 나타났다. Student’s t test를 통해 암수 간의 

유의성을 검정하였으며, 그 결과 심장, 근육, 비장, 피부, 난소 및 정소 

조직에서 유의한 차이를 확인하였다(P < 0.05). 

 

 

3.6. 미꾸라지 alpha actin isoform들의 발생단계별 발현 

양상 분석 

 

 

 미꾸라지의 발생단계별 alpha actin mRNA 발현 양상을 분석하기 위해 9 

단계의 embryo 및 8개의 부화 자어 단계에 대한 end-point RT-PCR을 

수행하였다(Fig 13a). 전기영동으로 확인한 결과, 근절(myotome)이 

생기기 시작하는 단계인 수정 후 12 시간째(12 HPF)에 ACTA1과  
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Fig 13. Distribution and expression levels of alpha actin transcripts in 

developing embryos and early larvae assessed by end-point RT-PCR 

(A) and real-time RT-PCR (B) assays. In (B), Cp value calculated 

by SYBR Green I in real-time. Means with different letters are 

significantly different based on the ANOVA followed by Duncan’s 

multiple range tests at P < 0.05. 
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ACTC1의 밴드를 처음 확인할 수 있었으며 ACTA2는 부화 후 1 일째(1 

DPH)에 밴드를 확인하였다. 첫 밴드가 나타난 시점 이후에는 계속 

발현하는 것을 알 수 있었고, 발생단계에 따라 밴드 사이즈의 차이가 다소 

나타났다. End-point RT-PCR 실험 결과를 바탕으로 real-time RT-

PCR 수행하여 alpha actin isoform들의 발현을 분석 하였다(Fig 13b). 

Isoform별로 real-time RT-PCR을 수행하여 얻은 Cp 값은 각 

발생단계별 18S rRNA의 Cp 값에 대해 △Ct 값을 구하고, end-point 

RT-PCR 결과를 참고하여 최초 발현 시점으로 보는 발생단계를 

calibrator로 하여 △△Ct 값을 구하였다. 이때 ACTA1과 ACTC1의 

calibrator는 12 HPF, ACTA2의 calibrator는 1 DPH로 설정하였다. 

ACTA1의 실험 결과, 12 HPF부터 발현이 점차 증가하며 2 DPH에 

상대적으로 가장 높은 발현이 있었고, 2 DPH의 발현량은 12 HPF의 

452배에 해당하였다. 2 DPH 이후에는 다시 감소하여 0 DPH의 발현량 

이상으로 증가하지 않았다. 반면 ACTC1은 12 HPF부터 증가하여 0 

DPH에 가장 높은 발현을 보였고 0 DPH의 발현량은 12 HPF의 79배에 

달했다. 또한 ACTA1과 유사한 경향으로 3 DPH 이후는 20 HPF보다 더 

높은 발현이 나타나지 않는 것으로 나타났다. ACTA2는 1 DPH를 

기준으로 2 DPH부터 4 DPH까지 10 배 이상 높은 발현을 유지하였다. 5 

DPH부터는 다시 발현이 감소하였으며, 2 - 4 DPH 수준으로 증가하지 
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않았다. Alpha actin isoform들의 발생단계별 통계적 유의성을 검증하기 

위해 P = 0.05 수준에서 one-way ANOVA를 수행하였으며, 평균값이 

낮은 그룹부터 알파벳 오름차순으로 그룹화하여 그래프에 표기하였다. 
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IV. 논의 

 

 

 본 논문에서는 우리나라 하천에 서식하는 대표적인 담수 어류인 

미꾸라지를 실험 모델로 사용하여 alpha actin 유전자의 세 종류 

isoform들을 분리하고, 유전자 구조를 분석하였으며, 아울러 이들 

isoform들의 전사 발현 특징을 조사하였다. 

 미꾸라지 alpha actin 유전자 isoform들(ACTA1, ACTC1 및 

ACTA2)의 cDNA 염기서열을 분석한 결과 모두 377개의 아미노산을 

암호화하고 있는 1131 bp의 염기배열을 구성하고 있었고, 아미노산 

서열은 서로 97 % 이상의 유사도를 나타내었다. 아미노산 서열은 다른 

어류에서도 isoform에 관계없이 대체로 377개로 나타났으며 어류가 아닌 

종에서도 동일하거나 비슷한 개수로 나타났다(Hanauer et al., 1983; 

Reddy et al., 1990; Venkatesh et al., 1996; Moutou et al., 2001; Wang 

et al., 2008). 미꾸라지 Alpha actin 유전자 isoform들의 아미노산을 

alignment 했을 때 5, 157 그리고 167 번째의 아미노산을 기준으로 

isoform별 motif를 설정하였으며 이는 동갈치목의 송사리(O. latipes) 

alpha actin과 복어목의 자주복(F. rubripes)의 actin isoform을 

alignment했을 때 차이가 생기는 부분을 기준으로 하였다(Venkatesh et 
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al., 1996; Kusakabe et al., 1999) ACTA1의 motif는 Asp/Ala/Val 

(D/A/V form), ACTC1는 Asp/Ser/Ile (D/S/I form), ACTA2의 경우는 

Glu/Ser/Ile (E/S/I form)으로 나타났다. Motif 부분 외에 7, 19, 91, 280, 

360번째 아미노산도 차이를 보였지만 이는 다른 종류의 어류에도 적용 

가능한지, isoform별로 차이점을 가지는지에 대한 비교가 더 필요하였다. 

미꾸라지와 다른 어종들간의 isoform별 아미노산 alignment 결과에서는 

DAV, DSI, ESI motif를 모두 따르지 않았지만 ACTA1은 DAV form으로 

나타난 것이 미꾸라지를 제외한 12개 서열 중 6개, ACTC1은 DSI 

form이 11개 서열 중 5개, ACTA2는 ESI form이 8개 전체로 나타났다. 

이 결과는 각각의 motif가 모든 어류에 통용하여 쓰이기는 어렵지만 같은 

분류의 어류를 비롯한 다양한 개체의 비교가 더 필요할 것으로 나타났다. 

또한 ACTA2의 ESI form은 alignment하여 비교한 개체 수가 다른 

isoform에 비해 적고, 비교한 개체들의 ACTA2 sub isoform을 함께 

비교한 점에서 motif로 적절한지 판단을 내리기 어려웠다. 모든 

isoform에서 7, 19, 91, 280 그리고 360번째 아미노산의 일정한 패턴은 

찾을 수 없었다. 

 아미노산을 서열로 분자계통 분석을 한 결과 monophyletic group을 

형성하며 유연관계에 있는 종이나 isoform의 종류는 clade를 형성하는 

것으로 나타났다. 이는 alpha actin 유전자가 하나의 조상으로부터 

분화되었다는 것과 alpha actin 유전자는 종 분화 이전에 isoform의 
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분화가 먼저 일어났음을 보여준다. Isoform에 따른 clade 형성은 전반적인 

분자계통분류가 상당히 높은 정확도를 가지는 형태로 보이나 세분화 되는 

과정에서는 bootstrap value가 낮아 정확한 분류가 되지 않음을 

확인하였다. 또한 ACTC1, ACTA2가 포함 된 clade에는 2 종류 이상의 

isoform이 하나의 clade에서 나타나기도 했는데 이것은 분자계통분석에 

이용한 데이터의 양이 부족하거나 유전자의 분화 및 진화가 진행중인 

것으로 이해할 수 있다. 이와 같은 결과를 바탕으로 다른 어종이나 

포유류의 아미노산을 포함할 경우 alpha actin은 isoform별로 그룹을 

형성할 것이라는 점과 진화 과정에서 isoform의 분화가 어떻게 되는가를 

추측 할 수 있다(Kim and Nam, 2009). 

 미꾸라지의 ACTA1, ACTC1, ACTA2의 gDNA는 공통적으로 1개의 

non-translated exon, 8개의 exon과 8개의 intron을 가지며 gt/ag rule이 

잘 보존되어 있지만 intron의 길이 차이로 ACTA1, ACTC1은 ACTA2와 

약 2배 정도의 길이 차이가 있음을 보였다. 미꾸라지의 alpha actin 

유전자 구조는 다른 생물들과 차이를 가지는데 동일한 잉어목 어류인 

제브라피시(D. rerio) alpha actin의 유전자 구조를 비교해 봤을 

때(Bertola et al., 2008) exon은 8개로 동일한 개수를 확인했으나 non-

translated exon은 확인할 수 없었으며 다른 어류의 경우나 포유류를 

확인했을 때도 non-translated exon은 확인하지 못하였다(Min and 

Foster, 1990; Miwa et al., 1991; Kim et al., 2000). 또한 상기 종들은 
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non-translated exon의 유무를 비롯하여 exon과 intron의 수 또한 

다양하였다. 동일한 종의 alpha actin isoform별로 구조가 다른 것도 

있었는데, 사람의 경우가 그 예로 α-skeletal, α-cardiac은 6개의 

exon과 6개의 intron을 가지지만 α-smooth는 exon과 intron이 8개로 

확인되었다. 어류의 alpha actin 유전자 구조를 isoform별로 비교한 

경우가 없어 미꾸라지의 모든 isoform과 비교할 수는 없었지만 위의 

내용을 바탕으로 미꾸라지의 alpha actin 유전자 구조는 다른 종과 차이가 

있음을 확인하였다. 

 미꾸라지 alpha actin 유전자의 전사조절 인자를 분석한 결과 세 

isoform은 모두 TATA-less 형태이며 CArG box (CC[W=A/T]6GG)를 

확인할 수 있었다. 또한 ACTC1과 ACTA2에는 CCAAT를 확인할 수 

있었으나 ACTA1에서는 확인하지 못하였다. Alpha actin 유전자의 특징을 

잘 보여주는 인자로 근육 성장 및 분화에 관련된 인자들을 확인할 수 

있었으며 세 가지 isoform에서 공통으로 나타난 종류는 myocyte 

enhancer factor-2 (MEF-2)와 MyoD가 있었다. MEF-2는 

근발생(myogenesis)에 있어서 결정적인 역할을 담당하며 심장, 골격 및 

내장 근육 계통의 발생에서 발현한다고 알려져 있다(Black and Olson, 

1998; Ju et al., 1999; Funkenstein et al., 2007). 또한 MyoD도 

근발생이 일어날 때 발현하며 MEF-2와 함께 협력하여 작동한다(Wang 

et al., 2001). 앞의 인자들과 유사한 역할로, 세포의 발생과 분화, 분열 
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등에 관련된 인자로는 CCAAT-enhancer-binding proteins (C/EBP), 

kruppel-like factor 4 (GKLF) 그리고 mothers against decapentaplegic 

homolog 3 (SMAD3)가 공통적으로 확인되었고, activating transcription 

factor 1 (ATF-1)의 경우는 ACTC1에만 확인하였다. GKLF는 특히 폐, 

장 및 정소 조직 등 smooth muscle의 발생에서 높은 발현을 보이며 

다음으로는 심장과 비장, 골격 근육 순으로 높은 발현을 보인다(Adam et 

al., 2000). 또한 ATF-1은 저산소에 적응하는데 적합한 hypoxia-

inducible factor 1 (HIF-1)과 결합하여 작용하는 것으로 보아 저산소 

스트레스에 의한 적응을 예상할 수 있었다(Kvietikova et al., 1995). 

ACTA1과 ACTC1에 공통으로 있는 면역관련 인자로는 interferon 

regulatory factors (IRFs)가 있었고, 이는 바이러스에 감염 시 

항단백질을 생산하는 인터페론을 조절한다. 모든 isoform에서 나타나는 

c-jun은 AP1과 함께 JUN gene이라고 불리는 유전자 그룹의 종류로 

세포질의 면역과 산화 스트레스, 바이러스에 반응하는 역할을 한다(Rao et 

al., 1995; Turner et al., 1998). ACTA2에서 확인 한 metal regulatory 

transcription factor 1 (MTF-1)은 metallothionein의 발현과 관련 된 

인자로 중금속의 해독 및 대사와 관계가 있다(Heuchel et al., 1994; 

Saydam et al., 2002). MTF-1은 카드뮴, 아연, 구리 그리고 은과 같은 

중금속에 대해 작용하기 때문에 중금속 노출에 대한 발현을 기대할 수 

있을 것이다. 그 외에 면역관련 인자로 ACTA1의 aryl hydrocarbon 
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receptor (AHR), ACTC1의 glucocorticoid receptor (GR)은 모두 생체 

이물에 대해 면역반응을 하는 인자로 바이러스 등에 작용을 한다. Alpha 

actin isoform에서 림프구 생성과 관련 된 인자도 확인할 수 있었는데, 

공통으로 확인 된 인자로는 lymphoid enhancer-binding factor 1 (LEF-

1), sterol regulatory element-binding protein 1 (SREBP-1), 

transcription factor 7 (TCF-1) 등이 확인되었고 ACTC1과 

ACTA2에는 E2A도 추가로 확인하였다. 림프구 생성 또한 면역과 

관계되며 B-cell 및 T-cell의 생산과 혈관, 림프계 조직에서 식세포 

작용을 일으키는 중요한 인자들에 해당한다(O'Riordan and Grosschedl, 

1999; Reya et al., 2000; Yu et al., 2012). 

 미꾸라지 alpha actin 유전자의 조직별 발현 양상과 발생단계별 

발현양상을 end-point RT-PCR과 real-time RT-PCR을 통하여 

확인하였다. 세 가지 isoform을 암컷과 수컷 조직 12개를 대상으로 

비교한 결과, ACTA1은 근육, ACTC1은 심장, ACTA2는 장과 비장에서 

가장 높은 발현을 보였다. 이와 같은 결과는 일반적으로 알려진 isoform별 

특징을 잘 보여주며 타 어류들과 비슷한 발현 양상을 

나타냈다(Venkatesh et al., 1996; Kusakabe et al., 1999; Glenn et al., 

2012). 미꾸라지의 ACTA1은 근육 조직에 이어 장과 피부 조직에 높은 

발현을 나타냈는데, 장은 smooth muscle에 해당하지만 muscular wall이 

장 표면에 분포하고 있으며, 피부 또한 근육 조직과 밀접한 위치에 있기 
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때문인 것으로 추측할 수 있었다. ACTC1은 심장 조직에 이어 근육과 눈 

조직에서 높은 발현을 나타냈으며, ACTA2는 수컷의 정소와 심장 

조직에서 높은 발현을 보였다. Alpha actin의 isoform들은 암수 간에 

유사한 발현을 하는 조직도 있지만, 매우 상이한 발현 차이를 나타내는 

조직이 있는 것도 확인하였다. 이는 성별에 의한 발현 차이가 있음을 

전제로 하여 연구가 더 필요한 점을 시사하였다. 미꾸라지의 발생단계별 

mRNA 발현을 비교한 결과, ACTA1과 ACTC1은 수정 후 12 시간째부터 

점차 발현하였고 이 때는 근절(myotome)이 형성되기 시작하는 시점에 

해당한다(Kim et al., 1987). 근절이 생성되는 것은 골격 근육이 형성되는 

것이며 비슷한 시간대에 심장이 형성되고 혈액이 흐르는 것 또한 현미경을 

통해 확인할 수 있었다. ACTA1과 ACTC1은 공통적으로 부화 후 3 일 

이후부터는 부화 후 2 일째까지 보이는 상승세가 나타나지 않으며 큰 

변화 없이 7 일째까지 유지되었다. 반면 ACTA2는 embryo 시기에는 

발현을 보이지 않다가 부화 후에 점차 발현하는 것으로 나타났고 부화 후 

4 일째까지 높은 발현을 보이다가 5 일째에 발현량이 절반 가량으로 

감소하는 양상을 보였다. 이런 양상을 보이는 까닭은 척추동물인 

미꾸라지가 발생학에서 후구동물의 특징을 가지기 때문에, 장과 같은 

평활근(smooth muscle) 조직이 골격 근육(skeletal muscle)보다 늦게 

발생이 진행되는 것으로 추측한다(Virta and Cooper, 2009). 

 본 연구를 통하여 미꾸라지에서 발현하는 세 종류의 alpha actin 구조와 
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특징을 조사 및 분석하여 보았다. 이 연구를 토대로 하여 앞으로 더욱 

다양한 종에서 alpha actin 유전자의 구조와 전사조절 인자의 분석이 

필요하며 이어서 발생학적 분석, 자극 조건에 따른 유전자의 발현 및 

다양한 연구 분야의 바탕자료로 제시되었다고 기대된다. 
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국문 요약 

 

 

 Actin은 진핵 생물의 세포 기능에 있어 cell division이나 migration, 

transcriptional regulation, cell shape regulation 등 넓은 범위의 역할을 

한다. 본 연구는 미꾸라지(Misgurnus mizolepis)로부터 alpha actin (α-

actin) 유전자의 3가지 isoform에 대한 유전자 구조와 발현 특징을 

분석하였다. 분리된 α-actin isoform의 종류는 α-skeletal muscle 

(ACTA1), α-smooth muscle (ACTA2), α-cardiac (ACTC1)으로 각 

isoform은 공통적으로 아미노산 서열이 높은 상동성을 보이며 genomic 

유전자는 모두 1개의 non-translated exon, 8개의 exon과 8개의 

intron으로 이루어져 있었고, gt/ag rule이 잘 보존되어 있었다. 모든 

isoform의 exon은 각각의 길이가 같으나 intron의 길이가 다양하였다. α-

actin 유전자의 전자조절 인자를 조사한 결과 모든 isoform은 TATA-

less 형태로 CCAAT box, CArG box를 확인하였다. 그 외에 근육의 

생성과 분열에 관계되는 MEF-2와 MyoD, 세포 분열 및 분화에 관계 

있는 C/EBP, GKLF, SMAD3, ATF-1이 있었다. 면역 및 스트레스 관련 

인자로는 공통적으로 IRFs가 있고 c-jun, AP1, AHR, GR, MTF-1, 

HIF-1이 있었다. 림프구 형성과 관계 있는 인자도 확인할 수 있었으며 
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그 종류에는 LEF-1, SREBP-1, TCF-1, E2A가 있었다. α-actin 

유전자의 isoform별 조직 내 mRNA 발현율을 조사한 결과, ACTA1은 

근육 조직, ACTA2는 장과 비장 조직, ACTC1은 심장 조직에서 가장 

높은 발현을 보였다. 이는 골격 근육, 근육 섬유 모세포, 근육원섬유 마디 

형성에 관여하는 각 α-actin isoform의 특징을 잘 보여주었다. 또한 α-

actin 유전자의 isoform별 발생단계에 따른 mRNA 발현율을 조사한 결과, 

ACTA1과 ACTA1은 발생 단계에서 근절이 생기는 시점부터 발현이 

증가하며 부화 후 3 일째부터는 급감하는 양상을 보였다. 이와 달리 

ACTA2는 부화 이전에는 발현하지 않고 부화 직후부터 발현하여 부화 후 

4 일차까지 높은 발현을 유지하다가 5 일차에 감소하는 양상을 보였다. 
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