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제자리부합법 (in situ hybridization)은 핵산 (nucleic

acid)에 부합화(hybridization)를 일으키고, 그 결과 특정

염기서열이 있는 핵산분자를 가시화하는 분자세포화학

법이다. 제자리부합법은 염색체에서 특정 유전자의 위

치를 찾거나, 바이러스의 감염 여부 및 감염 부위를 찾

는데도 이용되지만, 주로 세포 표본 또는 조직 절편에

서 특정한 mRNA를 검출할 목적으로 시행한다. 그 이유

는 세포에서 특정 염기서열의 유전자 발현상태를 확인

하는 일은 다양한 세포현상의 조절 메카니즘을 규명하

는데 있어서 필수적이기 때문이다. 특히 발생기전을 설

명하는 발생 연구에서 발생조절인자의 발현 또는 특정

세포의 표지자(marker)를 추적하는 것이 필수적인데, 단

닭 배아 망막에서 단일가닥 DNA 탐색자를 이용한 αB-crystallin
mRNA 검출을 통한 성숙 희소돌기아교세포의 표지
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간추림 : 단일가닥 DNA 탐색자(single-stranded DNA probe)를 이용한 제자리부합법(in situ hybridization)은 탐색

자 제작에 시간과 비용이 적게 들고 염색의 특이성과 민감도가 높기 때문에 특정세포의 전사물(transcript)을 관

찰하는데 좋은 실험방법이다. 본 연구에서는 αB-crystallin (aBC) mRNA에 대한 단일가닥 DNA 탐색자를 제작하

여 닭 배아의 발생 중인 망막에서 aBC mRNA 발현세포를 시공간적으로 관찰하였다. 

역전사연쇄중합반응 (reverse transcriptase-polymerase chain reaction)과 두 번의 연쇄중합반응을 통해 aBC

mRNA에 대한 단일가닥 탐색자를 제작하여 제자리부합법으로 염색을 시행하였고 음성 대조를 위해 제작한 센스

탐색자(sense probe)와의 비교 염색 및 aBC에 대한 면역조직화학 염색과의 비교를 통하여 단일가닥 DNA 탐색자

의 높은 특이성을 확인하였다. 제자리부합법으로 염색한 발생 12일과 14일의 닭 배아 망막에서는 시각신경과

인접한 부위에 존재하는 유두주위아교세포(peripapillary glial cell)에서 aBC mRNA 발현이 관찰되었고, 다른 부

위에서는 양성반응이 관찰되지 않았다. 발생 16일에는 망막의 신경섬유층(nerve fiber layer)에서 적은 수의 aBC

mRNA 발현세포가 관찰되었다. 발생 18일에는 망막의 신경섬유층과 신경절세포층(ganglion cell layer)에서 aBC

mRNA 발현세포가 관찰되었고 발생 20일에는 동일한 부위에서 aBC mRNA 발현세포의 수가 증가한 것을 확인

할 수 있었다. 발생 20일의 망막을 대상으로 aBC mRNA와 희소돌기아교세포(oligodendrocyte)의 표지자인

nkx2.2의 발현 부위를 비교해 본 결과 분포 부위가 완전히 일치하였지만 신경세포의 표지자인 NeuN, 별아교세포

의 표지자인 GFAP, 망막부챗살아교세포의 표지자인 vimentin 및 미세아교세포의 표지자인 RCA I과는 분포 형

태에서 뚜렷한 차이를 보였다. aBC mRNA의 발현 시기와 세포 표지자와의 비교 염색을 통해 aBC mRNA 발현

세포는 성숙 희소돌기아교세포임을 알 수 있었다. 

본 연구는 닭 배아의 발생 중인 망막에서 aBC mRNA 발현세포를 시공간적으로 관찰한 최초의 보고이며, 향

후 aBC mRNA에 대한 탐색자를 이용한 제자리부합법은 중추신경계통에서 성숙 희소돌기아교세포의 분포와 분

화 연구에 유용하게 이용될 것으로 기대된다. 
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백질 수준보다는 mRNA 수준에서 관찰할 경우, 검출

시기가 앞당겨져 발생조절인자나 특정세포에 대한 표

지자의 발현 시점에 대한 새로운 결과를 간접적으로 증

명할 수 있다는 점에서 중요하다. 그러나 제자리부합법

에 사용하는 RNA 탐색자(probe)는 제작과정이 복잡하

고, RNA분해효소(RNase)의 오염에 의한 분해 가능성이

높은 단점이 있다. 이에 이중가닥 DNA (double-stranded

DNA) 또는 올리고핵산(oligonucleotide)을 탐색자로 사

용한 다양한 제자리부합법이 소개되었지만, 잡종(hybrid)

의 결합력 부족과 시그널의 약화로 크게 주목 받지는 못

하였다(Wilkinson 1998). 이런 DNA 탐색자의 단점을 보

완한 방법이 단일가닥 DNA (single-stranded DNA) 탐색

자를 이용한 제자리부합법이다(Kitazawa 등 1999). 단일

가닥 DNA 탐색자는 두 번의 연쇄중합반응(polymerase

chain reaction)으로 손쉽게 만들 수 있기 때문에 RNA 탐

색자에 비해 제작과정이 간단하고, 올리고핵산 탐색자

에 비해 시그널이 강하며, 불필요한 DNA 가닥이 생성

되지 않기 때문에 이중가닥 DNA 탐색자에 비해 특이성

도 높다(Kitazawa 등 1999).

Alpha-crystallin은 수정체의 주된 구조단백질(structur-

al protein)이다. Alpha-crystallin의 한 종류인 αB-crys-

tallin (aBC)은 수정체 뿐만 아니라 심장, 허파, 척수, 피부,

근육, 뇌, 콩팥, 망막과 같은 수정체 이외의 조직에서도

발현하는 특징이 있다(Bhat와 Nagineni 1989, Dubin 등

1989, Iwaki 등 1989). 또한 뇌경색증(cerebral infarction),

알렉산더병(Alexander disease) 또는 크로이츠펠트-야곱

병(Cruetzfeldt-Jakob disease)이 있는 뇌에서 aBC의 발현

이 증가하는 것으로 보고되었다(Iwaki 등 1989, Renka-

wek 등 1992, Minami 등 2003). 그러나 뇌와 망막의 정

상 발생 과정에서 aBC 단백질 또는 mRNA의 발현을

관찰한 보고는 아직 없다. 발생학적으로 중추신경계통

에 속하는 망막은 신경세포인 신경절세포(ganglion cell),

두극세포(bipolar cell), 수평세포(horizontal cell) 및 무축

삭세포(amacrine cell)와 신경아교세포인 망막부챗살아

교세포(Müller cell)로 되어 있는 점에서 중추신경계통과

유사하다. 또한 조류의 망막은 발생 기전이나 빛 자극의

전달 경로에서 포유류의 망막과 동일하다(Weidman과

Kuwabara 1969, Cowan 1971, LaVail과 Cowan 1971,

Turner와 Cepko 1987). 따라서 조류 망막은 신경계통의

발생 기전을 밝히는데 흔히 사용된다(Vanselow 등 1989,

Zhang과 Yang 2001, Wang 등 2002). 본 연구에서는

RNA 탐색자와 유사한 민감도와 특이성을 보일 뿐만 아

니라 손쉽고 빠르게 제작할 수 있는 단일가닥 DNA 탐

색자를 이용한 제자리부합법으로 발생 중인 조류의 망

막에서 aBC mRNA의 발현을 시공간적으로 관찰하였다. 

재료 및 방법

1. 실험동물

실험동물은 발생 8일에서 20일령의 닭 배아(chick

embryo)를 사용하였다. 적당한 일령의 배아를 얻기 위하

여 유정란을 38�C의 다습한 부화기에서 배양하였다. 실

험에는 Hamburger-Hamilton 단계(Hamburger와 Hamil-

ton, 1992)를 참고하여 일령별로 정상적인 발육상태를

보이는 배아만을 선별하여 사용하였다. 본 연구의 동물

실험은 충북대학교 동물실험윤리위원회의 사전 승인을

얻어 동물실험윤리규정을 준수하며 수행하였다(승인번

호: CBNUA-092-0906-01).

2. 역전사연쇄중합반응 (RT-PCR)

aBC mRNA가 발생 중인 망막에서 발현하는지 확인

하기 위해 발생 8일부터 18일 사이의 닭 배아 망막에서

RNA를 추출하여 역전사연쇄중합반응을 시행하였다. 역

전사는 kit (Accupower RT premix, Bioneer, Korea)를 이

용하여 통상적인 방법으로 시행하였으며, 역전사된

DNA를 증폭시키기 위한 길잡이(primer)는 19~26개의

서열을 가진 올리고핵산(Bioneer, Korea)을 제작하여 사

용하였다(Table 1). 연쇄중합반응의 조건은 94�C에서 30

초간 변성(denaturation), 56�C에서 30초간 붙임(anneal-

ing), 72�C에서 30초간 연장(elongation)하였으며 이 과정

을 35회 반복하였다. 

3. 단일가닥 DNA 탐색자 제작

aBC mRNA 발현세포를 관찰하기 위해 Kitazawa 등

(1999)의 방법을 일부 변형하여 단일가닥 DNA 탐색자

를 제작하였다. 제작 방법은 앞서 기술한 역전사연쇄중

합반응으로 얻은 357 bp의 전사물을 주형(template)으로

하여 다시 한번 연쇄중합반응을 시행하였다. 두 번째 연

쇄중합반응은 첫 번째와 유사한 조건으로 시행하였으나

UTP에 digoxigenin (DIG)이 표지된 DIG DNA labeling

mixture (Roche, Germany)를 사용한 것과 안티센스 길잡

이(antisense primer)만 넣어 40회 반복한 것이 다른 조

건이었다. 최종적으로 증폭된 단일가닥 DNA 탐색자는

Quickspin Column Sephadex-G50 (Roche, Germany)으로

정제하여 탐색자로 사용하였다. 음성 대조군을 위해 센

스 탐색자도 제작하여 안티센스 탐색자와 함께 제자리
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부합법을 시행하였다.

4. 조직 준비

적당한 일령의 닭 배아에서 안구를 적출한 후, 각막

을 포함한 안구의 앞부분을 제거하고 4% paraformalde-

hyde (PFA) 고정액으로 4�C에서 3시간 동안 고정하였다.

동결손상을 방지하기 위해 20% 또는 30% sucrose 용액

에 6시간 동안 침적시킨 후, 냉동포매제(OCT compound,

Leica, Germany)에 냉동포매하였다. 그 후, 냉동박절기

(CM3050, Leica, Germany)를 이용하여 10~16 μm 두께의

망막 절편을 제작하였다. 

5. 제자리부합법

망막 조직 절편을 phosphate-buffered saline (PBS)으로

씻은 후, 10 μg/mL proteinase K (Sigma, USA)로 10분간

반응시켰으며 4% PFA에서 10분간 재고정하였다. 그 후

0.25% acetic anhydride (Sigma, USA)가 포함된 0.1 M

triethanolamine (Sigma, USA)에서 15분간 조직을 아세틸

화시켰다. 망막 조직을 PBS로 씻은 후, 안티센스 탐색자

가 포함된 60% Hybrisol (Serologicals Corporation, USA)

로 45�C에서 16시간 동안 반응시켰다. 음성 대조를 위

해 센스 탐색자도 동일한 조건으로 반응시켰다. 잡종형

성반응을 마친 슬라이드는 50% formamide가 포함된 2

×SSC와 2×SSC, 0.2×SSC에서 순차적으로 각각 10분

씩 세척하였으며, 10 U/mL의 S1 nuclease (Promega, USA)

를 37�C에서 15분간 반응하여 비특이적 반응을 보인 탐

색자를 모두 제거하였다. 반응을 마친 슬라이드는 tris-

HCl buffered saline (TBS)으로 5분간 세척한 후, 상온에

서 알칼리인산분해효소(alkaline phosphatase)가 표지된

anti-DIG antibody (1 : 200, Roche, Germany)와 2시간 동

안 반응시켰다. 이 후 TBS로 10분간 3회 세척하고 NBT/

BCIP용액에서 4시간 이상 발색 반응시켰다. 발색을 마

친 슬라이드는 1 mM EDTA가 포함된 10 mM Tris-HCl

(pH 8)에서 반응을 종료시키고 Crystalmount (Biomeda,

USA)로 봉입한 후, 디지털카메라(Macrofire, Optronics,

USA)가 설치된 광학현미경(DMLB, Leica, Germany)으

로 염색시료를 관찰하고 사진 촬영하였다. 

6. 면역조직화학염색

망막 조직 절편은 염색에 앞서 조직 내의 내인성 과산

화효소(peroxidase)를 제거하기 위해 0.3% 과산화수소가

함유된 메탄올에서 20분간 반응시켰고, 비특이적 반응을

방지하기 위하여 1% normal chicken serum을 첨가한

PBS로 실온에서 30분간 반응시켰다. 이 후 streptavidin-

biotin-peroxidase법을 이용한 면역조직화학염색을 수행

하였다. 1차 항체는 anti-aBC (1 : 500, Stressgen, USA)와

희소돌기아교세포, 별아교세포, 망막부챗살아교세포

(Müller cell) 및 신경절세포(ganglion cell)를 표지하기

위한 anti-nkx2.2 (1 : 100, DSHB, USA), anti-glial fibrilary

acidic protein (GFAP, 1 : 100, Biogenex, USA), anti-vimen-

tin (H5, 1 : 500, DSHB, USA) 및 anti-NeuN (1 : 200, Che-

micon, USA)을 사용하였으며, 미세아교세포의 표지를 위

해서는 lectin의 한 종류인 Ricinus Communis agglutinin

I (RCA I, 1 : 2000, Vector, USA)을 사용하여 망막 조직과

4�C에서 14~18시간 동안 반응시켰다. 2차 항체는 biotin

이 표지된 anti-mouse IgG (1 : 400, Vector, USA)를 사용

하여 실온에서 90분간 반응시켰다. 이어서 horseradish

peroxidase가 표지된 streptavidin (1 : 200, Vector, USA)을

실온에서 1시간 반응시켰으며, 0.03% 과산화수소가 함

유된 diaminobenzidine-tetrahydrochloride (DAB) 용액으

로 발색시켰다. 각 단계의 사이에는 PBS로 10분씩 3회

세척하였고, 탈수와 투명화 과정을 거쳐 봉입한 후 현미

경으로 관찰하였다.

결 과

역전사연쇄중합반응으로 발생 8일부터 18일까지의 닭

배아 망막에서 aBC mRNA의 발현을 관찰하였다. 발생

8일의 망막에서는 aBC mRNA의 발현이 매우 적었다. 발

생 15일에는 발현이 증가하여 전기영동에서 뚜렷한 띠
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Table 1. Primer sequences for RT-PCR

Name S/A* Sequence Product size (bp)

αB-crystallin
S 5′-TCCTTATCACCCGTGAAGA-3′ 357
A 5′-AAATGAAGTTACACCAGCA-3′

β-actin
S 5′-TCATGAAGTGTGACGTTGACATCCGT-3′ 285
A 5′-CCTAGAAGCATTTGCGGTGCACGATG-3′

* S: sense, A: antisense



(band)가 관찰되었다. 발생 18일에는 aBC mRNA의 발

현이 증가하여 전기영동에서 짙은 띠로 관찰되었다

(Fig. 1).

제자리부합법을 시행하기 위해 안티센스 탐색자를 제

작하였으며 탐색자의 특이성(specificity)을 검사하기 위

해 센스 탐색자를 함께 제작하여 비교 염색을 시행하였

다. 전기영동 결과 첫 번째 연쇄중합반응에서 만들어진

전사물은 357 bp 높이에서 뚜렷한 띠로 나타났다(Fig.

2A. lane 1). 첫 번째 연쇄중합반응에서 얻은 전사물을

주형으로 하여 두 번째 연쇄중합반응을 시행하여 얻은

안티센스 탐색자와 센스 탐색자도 주형으로 사용한 첫

번째 연쇄중합반응의 전사물과 동일한 높이에서 뚜렷한

띠를 형성하였다(Fig. 2A, lane 2, 3). 안티센스 탐색자가

특이적으로 잡종을 형성하는지 확인하기 위해 발생 18

일의 망막 조직에 안티센스와 센스 탐색자를 이용해 각

각 부합화를 시행한 결과, 안티센스 탐색자를 적용한 경

우에는 망막 특정세포의 세포질에서 뚜렷한 양성반응이

관찰되었다(Fig. 2B). 그러나 센스 탐색자를 적용한 경우
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Fig. 2. Preparation of aBC probes using the E18 retina. A: Products from the first PCR (lane 1), antisense (lane 2) and sense probes (lane 3).
They were detected at the level of 357bp. B: In situ hybridization using antisense probe. Considerable number of aBC mRNA-expressed
cells were stained in the retina. C: Negative control using sense probe. There is no signal in the negative control using sense probe. D:
Immunohistochemistry for aBC. A number of aBC immunoreactive cells were detected in the retina. Note that the localization of aBC
immunoreactive cells was accorded with that of aBC mRNA-expressed cells. nfl: nerve fiber layer, ipl: inner plexiform layer, inl: inner
nuclear layer, asterisks: ganglion cell layer. Scale bar: 30 μm.
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Fig. 1. Expression of aBC transcripts in the chick embryos. The
aBC cDNAs were amplified after reverse transcription of total RNA
extracted from E8 to E18 retinas (lanes E8, E15, E17, E18).
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에는 양성반응을 보이는 세포를 관찰할 수 없었다(Fig.

2C). 안티센스 탐색자를 적용한 제자리부합법에서 나타

난 양성반응이 의미 있는 것인지 확인하기 위하여 면

역조직화학 염색을 시행하여 aBC 양성세포와 비교해 본

결과, 안티센스 탐색자를 이용한 제자리부합법에서 나타

난 양성반응과 동일한 위치였다(Fig. 2D). 따라서 aBC

mRNA의 안티센스 탐색자가 높은 특이성을 갖고 있음

을 알 수 있었다. 흥미로운 점은 면역조직화학 염색에서

양성반응은 세포의 세포질 뿐만 아니라 말이집(myelin)

에서도 관찰되었지만, 제자리부합법에서는 mRNA의 특

성상 세포의 세포질에서만 양성반응이 관찰되었다(Fig.

2B, D).

제자리부합법으로 발생 12일부터 20일까지의 닭 배아

망막에서 aBC mRNA의 발현을 관찰하였다. 발생 12일

에는 aBC mRNA가 시각신경과 인접한 망막 부위에서

만 양성반응이 관찰되었다(Fig. 3A). 시각신경과 인접

한 망막 부위라는 위치의 특성에 비추어 볼 때 발생 12

일에 관찰된 aBC mRNA 양성반응은 조류 망막에서 관

찰할 수 있는 망막부챗살아교세포(Müller cell)의 일종

인 유두주위아교세포(peripapillary glial cell)로 판단되

었다(Schuck 등 2000, Quesada 등 2004). 유두주위아교

세포를 제외한 망막의 나머지 부위에서는 발현이 관찰

되지 않았다(Fig. 3B). 발생 14일의 망막에서도 발생 12

일과 동일한 발현 양상을 보였다(Fig. 3C). 발생 16일의

망막에서 처음으로 aBC mRNA 발현세포가 망막의 신

경섬유층(nerve fiber layer)에서 적은 수가 관찰되기 시

작하였다(Fig. 3D). 발생 18일에는 aBC mRNA 발현세

포가 신경섬유층 뿐만 아니라 신경절세포층(ganglion

cell layer)에서도 관찰되었다(Fig. 3E). 발생 20일에는

aBC mRNA 발현세포가 망막의 신경섬유층과 신경절세
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Fig. 3. In situ hybridization of aBC mRNA in the E12 to E20 retinas. At E12(A, B) and E14 (C), aBC++ signals were not detected in the retina
except for the region adjacent to the optic nerve (arrows in A). aBC++ cells first appeared in the retina at E16 (arrows in D). The number of
aBC++ cells was increased in the retinas at E18 (arrows in E) and E20 (arrows in F). ON: optic nerve, nfl: nerve fiber layer, inl: inner nuclear
layer, white asterisks: pigment epithelium, black asterisks: ganglion cell layer. Scale bar: 20 μm.
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포층에서 이전 시기보다 더 많아진 것을 확인할 수 있

었다 (Fig. 3F).

aBC mRNA 발현세포의 특성을 확인하기 위해 발생

20일의 망막 조직을 대상으로 희소돌기아교세포의 표지

자인 nkx2.2에 대한 면역조직화학 염색을 시행하여 비

교하였다. 망막의 중심부에서 aBC mRNA 발현세포는 신

경섬유층과 신경절세포층에서 관찰되었고(Fig. 4A) 이는

nkx2.2 발현세포와 동일한 분포 양상이었다(Fig. 4B). 그

러나 RCA I 발현세포는 신경섬유층 뿐만 아니라 신경

절세포층과 속핵층(inner nuclear layer)에 인접한 속얼기
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Fig. 4. Expression of aBC mRNA (A) and specific markers for retinal cells (B-F) in the E20 retinas. A: aBC++ cells are observed in the nerve
fiber layer and ganglion cell layer. B: Localization of nkx2.2++ oligodendrocytes is in accord with that of aBC++ cells. C: RCA I++ microglia
are located in the inner plexform layer as well as the nerve fiber layer. D, E: Distribution of NeuN++ neurons or vimentin++ Müller cells is
different from that of aBC++ cells. F: There is no GFAP immunoreactivity in the chick embryonic retina. nfl: nerve fiber layer, ipl: inner
plexiform layer, inl: inner nuclear layer, asterisks: ganglion cell layer. Scale bar: 30 μm.
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층(inner plexiform layer)에서도 다수가 관찰되어 aBC

mRNA 발현세포는 미세아교세포의 분포 양상과 차이를

보였다 (Fig. 4C). NeuN 및 vimentin 발현세포도 aBC

mRNA 발현세포의 분포 양상과는 차이를 보여 aBC

mRNA 발현세포가 신경세포나 망막부챗살아교세포가

아님을 확인할 수 있었다(Fig. 4D, E). 별아교세포가 없

는 닭 배아 망막에서 GFAP에 대한 면역반응은 전혀 관

찰되지 않았다(Fig. 4F). 이 결과는 aBC mRNA가 nkx2.2

와 동일하게 희소돌기아교세포에서 발현함을 의미하는

것으로 판단된다. 

고 찰

탐색자(probe)로 사용되는 핵산에는 RNA 탐색자와

이중가닥 DNA, 단일가닥 DNA, 올리고핵산과 같은

DNA 탐색자가 있다. RNA 탐색자는 이중가닥 DNA 주

형으로부터 시험관내 전사(in vitro transcription)를 통해

단일가닥 RNA 탐색자를 만드는 방법으로 최근 많이 사

용되고 있다(Aigner와 Pette 1990, Tsukamoto 등 1991).

RNA 탐색자는 특이성과 민감도가 매우 높고, 부합화

후에 리보핵산분해효소(ribonuclease) 처리를 통해 비특

이 결합을 제거하기 때문에 배경 염색(background stain)

이 적은 장점이 있다. 그러나 RNA 탐색자를 제작하기

위해서는 플라스미드매개체(plasmid vector)를 이용한 클

로닝(cloning), 적절한 제한효소의 사용, 시험관내 전사

와 같은 복잡한 과정이 필요하며 음성 대조군을 위한

센스 탐색자를 제작하기 위해서도 동일한 과정을 반복

해야하는 번거로움이 있다. 뿐만 아니라 RNA 탐색자는

안정된 구조의 RNA분해효소(RNase)에 의해 분해되기

쉽기 때문에 RNA분해효소에 오염되지 않도록 주의해

야 한다. 이를 위해 실험 중에 항상 비닐 또는 고무장

갑을 끼고, 실험에 사용되는 모든 용액은 0.05~0.1%

diethylpyrocarbonate (DEPC) 처리를 하며, 유리제품은

180�C에서 8시간 이상 멸균시키거나, DEPC 처리한 증

류수에 담궜다 꺼낸 후 고압멸균하고, 플라스틱제품은

RNA분해효소가 검출되지 않은 제품을 사용해야 하는

등 실험을 준비하는 과정에 시간과 비용이 많이 든다.

반면, DNA 탐색자는 특이성과 민감도만 높이면 연쇄중

합반응으로 비교적 간단히 만들 수 있다는 점에서 장

점이 있다. 특히 단일가닥 DNA 탐색자의 경우 이중가

닥 DNA 탐색자에 비해 특이성이 높고 센스 탐색자를

손쉽게 제작하여 음성 대조군으로 사용할 수 있다는

것도 장점이다. 본 연구에서도 안티센스 탐색자와 센스

탐색자를 동시에 제작하여 제자리부합법을 시행해 봄

으로써 안티센스 탐색자의 특이성이 높음을 확인할 수

있었다. 그 외에도 역전사연쇄중합반응을 통한 결과 값

을 짧은 시간 내에 제자리부합법으로 조직 슬라이드에

서 다시 확인할 수 있다는 것도 큰 장점이라고 판단된

다. 따라서 단일가닥 DNA 탐색자를 이용한 제자리부합

법은 향후 RNA 탐색자를 대체할 연구방법이 될 것으

로 기대된다.

조류의 망막은 사람을 포함한 포유류의 망막과 동일

한 일련의 발생 과정을 거치고, 유사한 세포 분포를 보

인다. 다만 신경섬유층을 이루는 신경절세포의 축삭이

말이집신경섬유(myelinated nerve fiber)로 되어 있어 이

부위에 희소돌기아교세포가 존재하는 것이 포유류의 망

막과 다른 유일한 차이점이다(Seo 등 2001). 조류 망막

에 존재하는 희소돌기아교세포의 발생과 이주에 대한

연구는 희소돌기아교세포의 표지자인 nkx2.2와 O4 항

체를 이용한 연구에서 잘 밝혀졌다(Ono 등 1998, Fu와

Qiu 2001). aBC mRNA 발현세포의 특성을 확인하기 위

해 본 연구에서 사용한 희소돌기아교세포의 특이표지

자인 nkx2.2는 희소돌기아교세포의 여러 발생 단계에

서 꾸준히 발현하는 전사인자이다(Qi 등 2001, Soula 등

2001, Fu 등 2002, Watanabe 등 2004, Cai 등 2010). aBC

mRNA 발현세포는 세포 표지자와의 비교염색에서 희소

돌기아교세포임이 확인되었다. aBC mRNA을 발현하는

희소돌기아교세포는 발생 16일부터 망막의 신경섬유층

에서 적은 수가 관찰되었고, 이후 발생이 진행될수록 신

경섬유층 뿐만 아니라 신경절세포층에서도 관찰되었으

며 그 수도 뚜렷하게 증가하였다. 이는 aBC에 대한 면역

조직화학 염색을 시행하여 관찰한 이전의 연구 보고와

유사한 결과였다(Song 등 2006). 따라서 aBC 전사물과

단백질의 발현 시점은 크게 다르지 않으며 결과적으로

aBC mRNA 발현세포는 성숙한 분화 단계의 희소돌기아

교세포로 판단되었다. 흥미로운 점은 역전사연쇄중합반

응에서 발생 8일과 15일의 망막에서 aBC mRNA의 발

현이 관찰되었던 점이다(Fig. 1). 이는 발생 12일과 14일

망막을 대상으로 한 제자리부합법에서 시각신경에 인접

한 부위에 위치하는 유두주위아교세포에서 aBC mRNA

양성반응이 관찰된 것과 일치하는 결과라고 판단되었다

(Fig. 3). 유두주위아교세포는 조류의 망막과 시각신경의

경계 부위에 존재하고 망막부챗살아교세포(Müller cell)

와 형태적으로 유사하며 발생 중에 신경세포의 표지자

인 3BA8, 희소돌기아교세포의 표지자인 MOSP 및 별아

교세포의 표지자인 3CB2를 일시적으로 발현하는 특이

한 신경아교세포이다(Quesada 등 2004). 조류 망막이 무
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혈관조직(avascular tissue)이라는 점에서 유두주위아교

세포가 망막의 혈관신생(angiogenesis)을 방해할 가능성

이 제기된 바가 있지만 아직 이 세포의 정확한 역할은

알려져 있지 않다(Schuck 등 2000, Quesada 등 2004). 따

라서 조류 망막의 유두주위아교세포에서 aBC mRNA의

역할 뿐만 아니라 이 세포의 역할도 밝혀야할 과제이다.

성숙 희소돌기아교세포를 미성숙 희소돌기아교세포와

구분짓는 특이적 발현 물질은 myelin basic protein (MBP)

와 proteolipid protein (PLP)이다(Castro와 Bribian 2005).

그러나 MBP와 PLP는 말이집의 주요성분이기 때문에

세포질에서는 잘 관찰되지 않는다. 따라서 성숙 희소돌

기아교세포의 위치를 파악하는데 적합한 표지자가 아니

다. aBC 단백질의 경우, 성숙 희소돌기아교세포의 세포

질에서 집중적으로 발현하고 발생이 진행될수록 단백질

이 말이집으로 다량 이동하여 강한 염색성을 나타냄으

로써 세포의 위치 파악에 어려움을 주지만 aBC mRNA

는 말이집으로 이동하지 않는 특성상 제자리부합법을

통해 mRNA를 검출하는 것은 성숙 희소돌기아교세포의

위치를 파악하는데 유리한 장점이 있다(Fig. 2B, D). 본

연구는 단일가닥 DNA 탐색자를 이용한 제자리부합법

을 통해 조류 망막의 정상 발생과정에서 aBC mRNA의

발현을 시공간적으로 관찰하여 처음으로 보고한 연구로

서 의미가 있다. 단일가닥 DNA 탐색자를 이용한 제자

리부합법은 쉽고 빠르게 특정 mRNA의 위치를 확인할

수 있는 유용한 실험방법이였으며, 발생 망막에서 aBC

mRNA는 성숙 희소돌기아교세포에서 특이적으로 발현

하는 것을 관찰하였다. 향후 aBC 전사물 탐색자를 이용

한 제자리부합법은 성숙 희소돌기아교세포의 분포 특

성을 밝히는 연구에 유용하게 사용될 수 있을 것으로 기

대된다.
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Detection of αB-crystallin mRNA using Single-stranded DNA
Probe in Oligodendrocytes of the Developing Chick Retina

Ji Young Kim, Hyun Joon Sohn, Je Hoon Seo

Department of Anatomy, Chungbuk National University School of Medicine

Abstract : In situ hybridization (ISH) using single-stranded DNA probe (ssDNA probe) is a useful method for
observing the specific transcripts in cells, since it is convenient to prepare probe which is specific and sensitive.
In this study, ssDNA probe for detection of αB-crystallin (aBC) mRNA, transcript of a heat shock protein, was
prepared and aBC mRNA-expressed cells were spatiotemporally observed in the retina of the developing chick
embryos. 

Single-stranded antisense probe produced by reverse transcription and polymerase chain reaction was identified

as a specific probe for aBC mRNA in comparison to negative control using sense probe and immunohistochemistry

for aBC protein. In the ISH experiment, aBC mRNA was expressed only in the peripapillary glial cells which are

a specific cell type located in the avian retina adjacent to the optic nerve at E12 and E14 retinas. At E16, a small

number of aBC mRNA-expressed cells were identified in the nerve fiber layer (NFL) of the retina. At E18, aBC

mRNA-expressed cells were observed in the ganglion cell layer (GCL) as well as the NFL. At E20, the number of

aBC mRNA-expressed cells was increased in the GCL and the NFL. Based on the same localization of nkx2.2

immunoreactive cells and aBC mRNA-expressed cells, aBC mRNA-expressed cells were identified as oligodendro-

cytes. 

These results indicate that ssDNA probe for aBC mRNA detection is very useful tool for oligodendrocyte

research such as distribution, migration and differentiation of the cells.

Keywords : In situ hybridization, Single-stranded DNA probe, αB-crystallin, Retina
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